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Germinacao toma lugar, surge a plantula

A espécie tem nova chance de sobrevida

Podendo ser pequena, delicada, muito
leve

Ou grande, rustica e muito pesada

A semente guarda inUmeros segredos
Revelados um pouco guando
pesquisada’.

Ismar Sebastido Moscheta (2007)



RESUMO GERAL

Lamiaceae (=Labiatae) é uma familia botanica que abriga varios representantes com
propriedades medicinais, entre eles o género Ocimum que consiste de 50 a 150
espécies de ervas e subarbustos amplamente distribuidas nas regifes tropical e
subtropical da Asia, Africa, América Central e do Sul. Alfavaca-cravo (O. gratissimum
L) é utilizada na medicina popular como febrifugo, diurético e séo vérios os trabalhos
na literatura que comprovam a bioatividade do 6leo essencial da espécie como
antibacteriano, antifingico e antiparasitario. A alfavaca-roxa (Ocimum sp),
assemelha-se a alfavaca-cravo, porém, é capaz de reverter sua coloracdo arroxeada
para verde, dependendo da condicdo de sombreamento. O objetivo geral desse
trabalho consiste em determinar as caracteristicas morfologicas, agrondémicas,
guimicas e citogenéticas de exemplares de alfavaca. Foi realizado um estudo para
avaliar os efeitos da temperatura, luz e KNO3; em sementes das espécies, seguindo
delineamento inteiramente casualizado (DIC) dispostos em um arranjo fatorial 2x2x5,
sendo duas condi¢des de luminosidade (luz; escuro constante); dois niveis de KNO3
(0%; 0,2%); e cinco temperaturas (20°C; 25°C; 30°C; 35°C; 20-35°C). Objetivando
analisar o crescimento das plantas cultivadas em dois ambientes (pleno sol; casa de
vegetacao), foi realizado um experimento com duracao de 90 dias, DIC, com quatro
repeticdes, sendo duas plantas por repeticdo. As coletas ocorreram em intervalos de
15 dias e as variaveis analisadas foram: didmetro do caule, altura, n° de folhas, area
foliar, comprimento da raiz, peso da matéria seca e teor de Oleo. Realizou-se
identificac&o preliminar da composicao quimica do 6leo essencial dos exemplares de
alfavaca aos 90 dias apoés transplantio através de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN'H). Em uma proposta de protocolo para extracdo de DNA, visando detectar
polimorfismos, foram utilizados 19 primers por meio da técnica RAPD com as
espécies. Na caracterizacdo citogenética foi determinado o nimero de cromossomos
a partir de raizes jovens pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina 2mM e coradas com
Giemsa 2%. A viabilidade dos gréos de pdlen e das tétrades foi verificada através do
método de coloracdo com Carmim acético a 2%. As sementes de alfavaca-cravo séo
fotoblasticas positivas, enquanto alfavaca-roxa € fotoblastica positiva preferencial. A
germinacao das espécies ndo excedeu 24%, sendo que a temperatura de 30°C na
luz favoreceu a germinacdo de alfavaca-cravo, enquanto para alfavaca-roxa, foram

favoraveis as condicbes de temperatura 20-35°C, com KNOsz; e no escuro. A



germinacao das espécies € epigea fanerocotiledonar. A maior producado de matéria
seca e acumulo de dleo essencial foram observados nas plantas cultivadas em pleno
sol. Os espectros de RMN'H mostraram a presenca no 6leo de alfavaca-cravo e
alfavaca-roxa, de eugenol, B-cariofileno, 1,8- cineol. O numero de cromossomos
mitoticos encontrado para os exemplares foi 2n = 40, o que esta de acordo com o
namero registrado previamente na literatura. Foram observadas altas porcentagens

de gréos de pdlen viaveis nas espécies estudadas.

Palavras-chave: Germinacao, analise de crescimento, 6leo essencial.



GENERAL ABSTRACT

Lamiaceae (= Labiatae) is a botanical family with several species with medicinal
properties, including the genus Ocimum consisting of 50 to 150 species of herbs and
subshrubs widely distributed in tropical and subtropical regions of Asia, Africa,
Central America and South. O. gratissimum L. (alfavaca-cravo) is used as febrifuge,
diuretic, and several studies in the literature show that the bioactivity of the essential
oil of the species as antibacterial, antifungal and antiparasitic. Alfavaca-roxa is able
to reverse its color purple to green, depending on the condition of shading. The
objective of this work was to evaluate the morphological, agronomic, chemical and
cytogenetic characteristics of alfavaca-cravo and alfavaca-roxa. A study was
conducted to evaluate the effect of temperature, light and KNO3 on seed of species.
Experiment was carried out using a completely randomized design in a 2x2x5
factorial arrangement: two different light expositions; KNO3; (0%; 0,2%) and five
temperatures (20°C; 25°C; 30°C; 35°C; 20-35°C). Growing the crop was carried out in
two environments: 50% shading in a greenhouse; in the sun with no shade. Aiming to
analyze the growth of plants grown at two different environmental conditions, an
experiment was conducted with a duration of 90 days, using a completely
randomized design with four replications and two plants per replication. The variables
analyzed were: stem diameter, height, number of leaves, leaf area, root length, dry
weight and oil content. To evaluate the essential oil yield of medicinal plants in
different environmental conditions, an experiment was performed with duration of 90
days, using a randomized design with four replications and two plants per replicate.
The preliminary chemical composition of the essential oils was determined by
Nuclear Magnetic Ressonance *H analyses. In a proposed protocol for extraction of
DNA polymorphisms were used to detect 19 primers by RAPD. In cytogenetics was
determined the number of chromosomes of the specimens studied from young roots
pretreated with 2 mM 8-hydroxyquinoline, were stained with Giemsa 2%. The viability
of pollen grains was checked by the method of staining with acetic carmine. Alfavaca-
cravo Iis positive photoblastic and alfavaca-roxa, photoblastic preferential.
Germination did not exceed 24% in all treatments. Temperature of 30°C was the best
condition for seed germination for alfavaca-cravo and 20-35°C for alfavaca-roxa with
KNOj3;, darkness. Germination is epigeous. For both species, higher yields were

obtained in samples from the environmental conditions in the sun. The essential oil



the species presented 3-caryophyllene, 1,8 — cineole, eugenol. The number of mitotic
chromosomes found for the samples was 2n = 40, which is in agreement with the
number recorded previously in the literature. The species showed a high percentage
of pollen viability.

Keywords: Germination, growth analysis, essential oil.
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1. INTRODUCAO GERAL

Ao longo da histéria do desenvolvimento das popula¢cdes humanas
percebe-se uma crescente evolugdo do uso de plantas medicinais para tratamento
de problemas de saude. O que, de inicio, baseava-se apenas na observacao e
experiéncia, foi progredindo em dire¢cdo a novas tecnologias de fabricacdo de
medicamentos contendo principios ativos extraidos dos vegetais. A situacdo ideal
consiste em unir 0 que se sabe a respeito das plantas medicinais - fruto da cultura
popular - com o saber cientifico, resultando em comprovacao da eficacia terapéutica
do material vegetal. E com base nesse principio que a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) recomenda aos o6rgdos de saude de seus paises membros o
desenvolvimento de programas que permitam cultivar e utilizar as plantas cuja
eficacia, seguranca e qualidade sejam estabelecidas em bases cientificas.

O Brasil é detentor de uma flora com uma grande variedade genética,
entre espécies nativas e introduzidas, possuindo muitos representantes com
propriedades medicinais; além disso, o pais tem tradicAo no uso de plantas
medicinais, uma pratica amplamente transmitida oralmente por geracdes. Dentre as
familias botanicas com representantes que apresentam propriedades terapéuticas,
destaca-se Lamiaceae, composta por diversas espécies de Ocimum, produtoras de
Oleos essenciais, de grande importancia econdmica (COSTA et al., 2010). Esses
compostos sdo produtos do metabolismo secundario e sdo constituidos, em sua
maioria, por substancias terpénicas e eventualmente por fenilpropandides,
acrescidos de moléculas menores, como alcodis, ésteres, aldeidos e cetonas (SIANI
et al., 2000).

E relevante citar que além da importancia medicinal, os 6leos essenciais
possuem importancia ecolégica na atracdo de polinizadores e protecdo contra
predadores, atuam como inibidores da germinacdo e na protecdo contra perda de
agua e aumento da temperatura (SOUZA et al., 2011a). Afinal, a importancia dos
compostos produzidos pela planta deve-se a interacdo com 0s outros seres vivos em
funcdo de seu crescimento vegetativo e reprodutivo, € ndo necessariamente em
suprir as necessidades humanas; e foi com essa visdo de natureza como um
provedor inerte e passivo de bens e servicos que se legitimou sua exploracdo por
diversos séculos sem preocupagBes com sua preservacdo e restauracao (SILVA,;
REIS; FERREIRA, 2012).
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Partindo do principio que “o mercado de 6leos essenciais é prospero para
paises que dispdem de uma grande biodiversidade, como o Brasil, e possuem
condi¢cBes de agregar valor as suas matérias-primas, transformando-as em produtos
beneficiados” (JAKIEMIU, 2008), pesquisas envolvendo a obtencdo e
aproveitamento de recursos naturais vém sendo impulsionadas pela crescente
demanda por produtos naturais; isso remete a necessidade de estudos para
obtencdo da melhor forma de producdo desses recursos (CANSIAN et al., 2010),
sem comprometer a diversidade vegetal.

Dentre as varias espécies de Lamiaceae que sao largamente utilizadas
pelas populagdes por suas propriedades terapéuticas, destaca-se O. gratissimum L.,
popularmente conhecida como alfavaca-cravo. Trata-se de um subarbusto
aromatico, com cerca de 1,0 m de altura, que possui flores de pequeno tamanho,
reunidas de maneira caracteristica em inflorescéncias do tipo racemo.

A alfavaca-roxa é muito semelhante a alfavaca-cravo, porém sua
coloracéo arroxeada reverte para verde, em condi¢cdes de sombreamento, enquanto
a alfavaca-cravo possui estabilidade na cor verde. Ocorre com frequéncia a
hibridizacdo e a poliploidizacdo de espécies do género, o que causa dificuldades na
classificacdo e na determinacéo do relacionamento entre os taxons. Existem muitas
variedades e tipos quimicos dentro das espécies, 0 que dificulta ainda mais a
identificacdo taxonémica dos individuos.

Apesar da rigueza da diversidade de plantas com propriedades
medicinais no Brasil, e da ampla utilizacdo da medicina natural pelas populacdes, ha
necessidade de mais estudos sobre o tema.

Devido a relevancia das praticas corretas de coleta, manuseio e preparo
dos principios ativos das plantas medicinais para a saude da populacédo, estudos
devem ser realizados para melhorar os conhecimentos sobre a correta identificacédo
e as praticas de cultivo de plantas de interesse medicinal.

O presente trabalho esta organizado em seis capitulos. O primeiro
capitulo contém um estudo sobre a influéncia de fatores (temperatura, luz e nitrato
de potassio) na germinacdo e a caracterizacdo morfolégica da germinacdo e da
plantula da alfavaca-cravo e alfavaca-roxa. No capitulo seguinte abordou-se a
analise de crescimento de duas populacdes de alfavaca cultivadas em dois

ambientes (pleno sol e casa de vegetacéao).
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No terceiro capitulo avaliou-se o rendimento e a andlise espectroscépica
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN'H) dos 6leos essenciais das espécies
cultivadas em dois ambientes.

Uma proposta de protocolo para extracdo de DNA e uso de marcadores
moleculares RAPD para a alfavaca-cravo e alfavaca-roxa foram abordados no quarto
capitulo, enquanto no quinto capitulo é apresentada a analise citogenética da
alfavaca-cravo e da alfavaca-roxa, mais especificamente a contagem dos
cromossomos dos espécimes. Por fim, no sexto capitulo, faz-se uma abordagem da
viabilidade das tétrades e dos graos de polen das espécies.

Pretende-se com esse estudo, disponibilizar informac¢des para fornecer
subsidios que possam contribuir para 0 melhor entendimento de espécies da familia
Lamiaceae, devido a significativa importancia econdmica e medicinal que

representam.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar as caracteristicas morfolégicas, agronémicas, quimicas e citogenéticas

de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa.

2.2 Objetivos Especificos

- estudar os efeitos da temperatura, luz e do nitrato de potassio (KNOs) na
germinacgdo de sementes das espécies;

- descrever e ilustrar os caracteres morfolégicos da germinacdo e da plantula das
espécies.

- analisar o crescimento das espécies cultivadas em dois ambientes, em pleno sol e
em casa de vegetacao, através de medicfes do diametro do caule, comprimento da
raiz, da altura da planta, area foliar; numero de folhas e massa seca;

- determinar o rendimento, bem como a composicéo quimica preliminar por RMN*H
do dleo essencial das espécies cultivadas em dois ambientes;

- propor um protocolo para extracdo de DNA e detectar polimorfismos utilizando-se
19 primers através da técnica RAPD;

- caracterizar, através de analise citogenética convencional, o numero de
cromossomos da alfavaca-cravo e alfavaca-roxa;

- estimar a viabilidade dos graos de poélen e das tétrades das espécies de alfavaca-

cravo e alfavaca-roxa.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas medicinais

Diante da grande diversidade de seres vivos, as populagdes humanas,
desde os tempos mais antigos, tiveram a necessidade de classificar as plantas e os
animais de seu entorno. No caso das plantas, diferenciavam-se as comestiveis das
venenosas, bem como se tinha conhecimento dos exemplares que poderiam ser
usados no tratamento de moléstias.

As propriedades terapéuticas das plantas eram descobertas de maneira
intuitiva, mas inferir que determinada planta teria capacidade de curar, poderia
também se dar através da observacdo do comportamento de animais, que quando
doentes buscavam nas ervas a cura de seus males (JORGE, 2009; OLIVEIRA;
SILVA, 1994).

Uma erva capaz de induzir sonoléncia, em dosagens parcimoniosas seria
também capaz de acalmar. Plantas cujos frutos usualmente tinham efeito laxante
poderiam ser usadas para regular o intestino. Este conhecimento foi sendo passado
oralmente ao longo das geracdes que, juntamente com mitos e rituais, formavam
parte importante das culturas locais (LORENZI; MATOS, 2008).

No Brasil, o uso de plantas medicinais teve relevante influéncia das
praticas culturais indigenas, bem como das contribuicbes dos escravos que
utilizavam plantas trazidas da Africa, muitas, originalmente, usadas em rituais
religiosos, mas também utilizadas por suas propriedades medicinais descobertas
empiricamente (REBOUCAS, 2009; MARINHO et al.,, 2007; LORENZI; MATOS,
2008; MARTINS et al., 2003).

Quanto aos indios, a utilizacdo da fitoterapia seguia uma visdo mistica,
onde o pajé ou feiticeiro da tribo fazia uso de plantas entorpecentes para sonhar
com o espirito que revelaria a erva ou o procedimento a ser seguido para cura do
enfermo (MARINHO et al., 2007); enquanto para os africanos, o adoecimento era
associado a possessao por espiritos e o curandeiro se encarregava de expulsar o

mal por meio de exorcismo e uso de drogas (JORGE, 2009).
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Essas influéncias e os conhecimentos sobre a flora local associados
aqueles trazidos pelos europeus que chegaram ao Brasil na época da colonizacdo
“constituiram a base da medicina popular que vem sendo retomada pela medicina
natural, apresentando carater cientifico e integrando-as num conjunto de principios
gue visam ndo apenas curar algumas doencas, mas restituir o homem a vida natural”
(MARINHO et al., 2007).

O territério brasileiro, em sua vastiddo e diversidade de biomas, abriga
inlmeras espécies que apresentam propriedades medicinais, sendo que muitas
dessas plantas sdo comumente utilizadas pelas populacdes para tratamento de
diversos tipos de moléstias. A biodiversidade vegetal do Brasil compreende algo
entre 350.000 a 550.000 espécies, sendo que dessas, 55.000 espécies foram
catalogadas (BRASIL, 2006a). Além da grande diversidade vegetal, a utilizacdo de
plantas medicinais no Brasil tem como facilitadores o baixo custo associado a
terapéutica (SANTOS et al., 2011) e a “ampla tradigdo do uso de plantas medicinais,
vinculada ao conhecimento popular, transmitido oralmente por geracées” (BRASIL,
2006a).

O uso de plantas medicinais como alternativa terapéutica para a
populacdo de baixa renda deve ser estimulada, porém, de modo correto, por
profissionais amparados em sélida bibliografia, detentores do conhecimento popular
e cientifico capaz de unir essas duas vertentes do saber (BENDAZZOLI, 2002).

Os principios ativos presentes nas plantas medicinais, quando
manipulados e empregados corretamente, provocam reac¢des no organismo que
podem resultar na recuperacdo da saude da mesma forma que o medicamento
industrial. Com base nesse conceito, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
recomenda aos 0rgaos responsaveis pela saude publica de cada pais que procedam
a levantamentos e identificacdo botanica das plantas usadas na medicina popular e
desenvolvam programas para trabalhar as plantas que tenham sua eficacia
terapéutica comprovada. Por isso a planta medicinal, quando utilizada de maneira
adequada, so6 difere do medicamento industrial feito com a substancia isolada pela
embalagem e substancias corantes, aromatizantes, flavorizantes, encorpantes e
conservantes que acompanham o principio ativo do medicamento (LORENZI;
MATOS, 2008).
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O Brasil, no sentido do interesse popular e institucional, vem crescendo
no fortalecimento da fitoterapia na atencdo bésica do sistema publico de saude
(SEVERO, 2010). Com o intuito de valorizar e estimular as praticas do uso de
fitoterapicos, mas, ao mesmo tempo, visando a conservacdo da flora medicinal do
pais, duas importantes politicas foram estabelecidas no ano de 2006: a Politica
Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Salde
(SUS) (BRASIL, 2006b) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(BRASIL, 2006c¢).

Ambas as politicas apresentam em suas diretrizes o incentivo a pesquisa
e ao desenvolvimento com relacdo ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos que
possam ser disponibilizados com qualidade, seguranca e eficacia, priorizando a
biodiversidade do pais (REBOUCAS, 2009).

A aplicacgao pelo SUS do uso de plantas medicinais configura-se como o
evento da area da saude mais marcante do milénio; e da inicio ao disciplinamento
do emprego da fitoterapia de base cientifica extraida das cole¢des de plantas de
uma populacéo que tinha como Unica op¢ao para o tratamento de seus males, 0 Uso
empirico das plantas medicinais em cada regido do pais (BRASIL, 2006a). O Prof.

Abreu Matos, idealizador do Projeto Farmacias Vivas, definiu bem essa politica:

E marcante por estimular o desenvolvimento das experiéncias municipais
gue ja utilizam plantas cultivadas em suas préprias hortas na preparacéo de
fitoterapicos de qualidade [...] E correta por aceitar a premissa de que nunca
se deve subestimar a informacdo sobre plantas medicinais oriunda da
sabedoria popular [..] E promissora por acender a esperanca dos
pesquisadores brasileiros no apoio governamental para a realizagdo de um
grande programa de pesquisas (BRASIL, 2006a).

Conforme o autor, faz-se necessario para o bom funcionamento de
programas envolvendo plantas medicinais, a integracdo de profissionais de varias
areas do conhecimento, participando o agrondmo em orientacdes de -cultivo,
producdo de mudas, controle do crescimento e higidez das plantas (MATOS, 2002);

conhecer os aspectos agrondmicos da cultura é importante para maximizar a

producéo e obtencdo de material vegetal de qualidade.
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Conforme Magalhdes et al. (2006) a pesquisa agronoémica significa um
modesto “convénio” frente ao enorme trabalho evolutivo da natureza e dos povos
gue descobriram seus usos terapéuticos e visa colaborar sobre a qualidade e a base
sustentavel da matéria prima de forma a ampliar os beneficios das plantas
medicinais para atender a um nimero elevado de pessoas.

Luz, Ehlert e Innecco (2009), reforcam a importancia da pesquisa
agronémica, afirmando que as investigacdes relacionadas as plantas medicinais tém
propiciado estudos cientificos em diversas areas de conhecimento, com uma
tendéncia recente para a area da Fitotecnia. “Esta &rea visa dar assisténcia para o
cultivo das plantas nativas e exoticas, de forma a evitar o desaparecimento de
espécies através do extrativismo, bem como ampliar a producao”, frente a demanda
das industrias farmacéuticas, de alimentos, cosméticos, entre outras.

A pesquisa agrondmica com plantas medicinais esta passando por um
processo de evolugdo no Brasil. O Grupo de Trabalho de Plantas Medicinais da
Sociedade de Olericultura do Brasil vem incentivando e organizando atividades da
area nos eventos maiores da Sociedade. Entre 1991, ano de fundacédo, e 2000
foram apresentados 223 trabalhos com espécies medicinais (inclui também
aromaticas e condimentares) com algo em torno de 22 trabalhos por ano. Merece
destaque o ano de 2000, quando foi realizado junto com o0 CBO o 1° Simpdsio Latino
Americano de Producao de Plantas Medicinais, Aromaticas e Condimentares, com a
apresentacao de mais de 80 trabalhos (MING; CHAVES; SILVA, 2001).

O Congresso Brasileiro de Olericultura (CBO) em sua 522 edicao foi
realizado em julho de 2012 com apresentacdo de 104 trabalhos sobre plantas
medicinais, aromaticas e condimentares (HORTICULTURA BRASILEIRA, 2012). No
ano anterior foram 50 trabalhos apresentados; e paralelo ao evento aconteceu o |l
Simpédsio Latino Americano de Producdo de Plantas Medicinais, Aromaticas e
Condimentares promovido pela Associacdo Brasileira de  Horticultura
(HORTICULTURA BRASILEIRA, 2011).

Crescentes estudos tém contribuido para o melhor entendimento das
plantas medicinais. Registros na literatura comprovam a eficacia de substancias
originadas de espécies vegetais como os alcaldides da vinca (Catharanthus roseus
G. Don), com atividade antileucémica, ou do jaborandi com atividade antiglaucoma
(FOGLIO et al., 2006). Foram relatadas as atividades antiulcerogénica e anticancer

de extratos e principios ativos obtidos de alecrim (Rosmarinus officinalis), espinheira-
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santa (Maytenus ilicifolia), acgoita cavalo (Luehea divaricata) (CARVALHO, 2006).
Pesquisas sobre tecnologia de propagacdo e producao de forma sustentavel sédo
conduzidas, por exemplo, com as espécies Achyrocline satureioides
(marcela), Arrabidaea chica (grajiru), Cordia verbenacea (erva baleeira), Mikania
laevigata (guaco), Phyllanthus amarus (quebra-pedra) e Stevia rebaudiana (estévia)
(MAGALHAES et al., 2006).

Para espécies do género Ocimum, estudos comprovaram diferentes
propriedades biolégicas, como atividade antimicrobiana, destacando-se O. basilicum
L. do Mediterraneo, O. gratissimum L. da Africa e O. sanctum L. da India que
mostraram forte atividade antibacteriana e antifungica (SUPPAKUL et al., 2003
citado por VIEIRA, 2009). Porém, o numero de trabalhos cientificos sobre as plantas
medicinais ainda esta longe de ser ideal. Apesar dos estudos realizados, a complexa
riqgueza da flora do Brasil ndo é conhecida com preciséo.

No pais, poucas pesquisas com espécies medicinais, no que se refere as
arbustivas, tém sido objeto de pesquisa cientifica. E ainda, o conhecimento
agrondémico sobre plantas medicinais encontra-se em seus estagios iniciais quando
comparado ao de outras culturas (SOUZA et al., 2011b). Sobre o género Ocimum e
mais especificamente O. gratissimum, ainda é mais preocupante pois 0 maior
namero de trabalhos esta vinculado a pesquisadores indianos, ndo estando os
artigos livremente disponiveis (CHAVES, 2002).

Consequentemente, muitas espécies medicinais sao usadas
empiricamente, sem embasamento cientifico quanto a eficacia e seguranca, o que
demonstra que em um pais como o Brasil, com enorme biodiversidade, existe uma
grande lacuna entre a oferta de plantas e as pesquisas relacionadas. Varios autores
atestam a necessidade de estudos botanicos e agronémicos das espécies com
potencial medicinal (BLANK et al., 2003; BLANK et al., 2005; FOGLIO et al., 2006;
SIMOES; SCHENKEL, 2002; SOUZA et al, 2011b; YUNNES; PEDROSA;
CECHINEL FILHO, 2001).

Simdes e Schenkel (2002) afirmam que a situacdo é paradoxal: as plantas
medicinais do Brasil configuram-se como altamente promissoras, porém sao pouco

conhecidas.
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Os autores falam da importancia dos estudos realizados nas
Universidades e da necessidade da formacé&o de uma nova mentalidade, capaz de
estabelecer o uso da nossa rica biodiversidade, propiciando o desenvolvimento
socioeconbmico, com respeito aos ecossistemas e buscando a manutencdo das

caracteristicas culturais do pais.

3.2 Oleos essenciais: produtos do metabolismo secundério

A utilizacdo de 6leos essenciais pelas populagcdes humanas vem de longa
data, o que pode ser confirmado pelos registros deixados por nossos antepassados.
Textos conhecidos desde 3000 a.C. como Ayurvedas, que em sanscrito significa
‘conhecimento da vida” (CASTRO; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2010) descreviam a
utilizacao, na India, de diversos 6leos para o tratamento de doencas.

De acordo com essa tradicdo, o0 médico dos deuses (Dhanwantari) seria
o controlador da medicina e podia ser representado carregando um pote com o0
néctar oleoso da imortalidade (amrita) (NOGUEIRA; MONTANARI; DONNICI, 2009).

Referéncias historicas do Antigo Egito indicam a utilizacdo de oOleos
essenciais para embalsamar mumias e para fazer oferendas nas cerimoénias
religiosas; na tumba do fara6 Tutancamon, por exemplo, foram encontrados 6leos
aromaticos de cedro, mirra e zimbro.

Os gregos adquiriram conhecimentos dos egipcios e o transmitiram aos
romanos que, a partir de 45 a.C., adotaram o uso dos 0leos essenciais em seus
rituais religiosos e funerarios, perfumando o corpo e o ambiente (BIOMIST, 2006
citado por JAKIEMIU, 2008). O uso terapéutico de plantas e 6leos aroméaticos pelos
chineses aparecem em registros bem antigos datados de 2700 a.C. e muitos outros
relatos estdo documentados, sendo que somente durante os séculos XVI e XVII os
Oleos essenciais receberam suas primeiras aplicacfes e sua introdu¢cdo no comeércio
(DE LA CRUZ, 2003).

Importantes compostos produzidos pelas plantas medicinais, os 6leos
essenciais sao provenientes do metabolismo secundério (SILVA; CASALI, 2000),
gue consiste de um conjunto de reacdes quimicas que origina compostos organicos
gue aparentemente ndo tém funcédo direta no crescimento e desenvolvimento do
vegetal (PERES, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2002).
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Dividindo-se o metabolismo das plantas em primério e secundario, o
primario seria aquele responsavel pelo desenvolvimento e manutencdo celular,
participando desses processos substancias comuns tais como carboidratos, lipideos,
proteinas, clorofila e &cidos nucleicos. Diferentemente dos metabdlitos primarios,
que teriam carater conservativo e universal, os metabdlitos secundéarios seriam
restritos em sua distribuicdo (PROBST, 2012). Por serem frequentemente
encontrados em apenas uma espécie vegetal ou grupo relacionado de espécies
(PERES, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2002), os compostos secundarios ndo s&o
necessarios para todas as plantas, e como consequéncia pratica, podem ser
utilizados em estudos taxondémicos (PERES, 2004). Produzidos, geralmente, em
pequenas quantidades no vegetal, conferem acgao terapéutica no ser humano, sendo
a expressao da individualidade quimica do ambiente, diferindo de espécie a espécie,
qualitativa e quantitativamente (ARMOND et al., 2011).

Por muitos anos permaneceu desconhecido o significado da producéo de
metabolitos secundarios pelas plantas. Especulava-se nao terem funcdo alguma
dentro da planta ou mesmo serem resultantes de erro metabdlico, superexpresséo
protéica, excreta ou desintoxicacdo das plantas. Foi a partir da década de 50, apos
estudos envolvendo diversas areas do conhecimento, que o metabolismo secundario
passou a ser mais bem compreendido (PROBST, 2012), e embora nem sempre seja
necessario para que a planta complete seu ciclo de vida, recentes estudos sugerem
gue tenha um importante papel ecoldgico, protegendo-a da herbivoria e do ataque
de patogenos; os metabdlitos secundarios ainda atuam na competicdo entre plantas
e estdo envolvidos na atracao de polinizadores e dispersores de sementes (PERES,
2004; PROBST, 2012; TAIZ; ZEIGER, 2002); “produtos secundarios também
possuem acao protetora em relacdo a estresses abiéticos como aqueles associados
com mudancas de temperatura, conteido de agua, niveis de luz, exposicdo a UV e
deficiéncia de nutrientes minerais” (PERES, 2004, p. 2).

Esses compostos podem ser divididos em trés grupos principais,
guimicamente distintos: alcaléides, compostos fendlicos e terpenos. A Figura 1
mostra de maneira simplificada as vias biossintéticas os metabdlitos secundarios e

suas interconexées com o metabolismo primario.
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Via do Ac. Chiquimico aromaticos

el ALCALOIDES

Figura 1. Principais vias do metabolismo secundario e suas interligacdes
Fonte: PERES, 2004

Os alcal6ides sdo compostos nitrogenados de grande importancia do
ponto de vista farmacolégico ou medicinal, devido ao seu dramatico efeito fisioldgico
e psicolégico em humanos.

Contudo, alguns alcal6ides sdo substancias altamente eficazes na cura
de doencas, por exemplo, os alcaldides antimitoticos vincristina e vimblastina
extraidos da vinca (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

Os fendis englobam uma grande variedade de compostos que
apresentam um grupo hidroxila (-OH) ligado a um anel aromatico. Os 6leos
essenciais de plantas podem conter quantidades significativas de compostos
fendlicos do tipo fenilpropanoides capazes de alterar as caracteristicas sensoriais do
oleo. Alguns dos principais fenilpropandides identificados em plantas sdo o eugenol,
metil eugenol, chavicol e estragol (JAKIEMIU, 2008).

Os terpenos, por sua vez, sdo formados de unidades de isopreno
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007) e sao classificados pelo numero de unidades
de isopreno que entram em sua composi¢cdo. Os monoterpenos (2 isoprenos, 10
atomos de C) e sesquiterpenos (3 isoprenos, 15 C) devido ao baixo peso molecular,
costumam ser volateis; podem ocorrer em pelos glandulares (Lamiaceae), estar
estocados em folhas, flores, frutos (PERES, 2004), sendo os principais constituintes
dos dleos essenciais de plantas (CASTRO et al., 2004a).

Assim, uma ampla gama de constituintes quimicos pode ser identificada
nos oOleos essenciais havendo referéncias da presenca de hidrocarbonetos
terpénicos, alcodis, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, Oxidos, perdxidos,

acidos organicos, lactonas, cumarinas, entre outros.
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Aqueles constituintes que aparecem em maior concentragdo Ssao
conhecidos como componentes principais, enquanto 0s que se apresentam em
baixissimas concentra¢cdes sdo denominados componente traco (VITTI; BRITO,
2003); por outro lado, as plantas medicinais que produzem como principios ativos
Oleos essenciais com teor maior que 1%, sdo chamadas plantas aroméaticas
(OLIVEIRA, 2011), sendo a qualidade das plantas medicinais, aromaticas e
condimentares, determinada por estes metabdlitos secundarios (ARMOND et al.,
2011).

Do ponto de vista econbmico os 6leos essenciais formam um grupo
importante dos metabdlitos secundéarios das plantas. S&8o componentes vegetais
volateis e de odor intenso que podem estar contidos em flores, frutos, raizes, folhas
e em algumas espécies como o0 cedro, a canela e o linho, encontram-se na casca
(JORGE, 2009).

A definicdo de 6leos essenciais consta na Resolugdo RDC n° 2/ 2007, da
ANVISA:

S&o produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico
(destilacéo por arraste com vapor de agua, destilacdo a pressao reduzida ou
outro método adequado). Os 6leos essenciais podem se apresentar
isoladamente ou misturados entre si, retificados, desterpenados ou
concentrados. Entende-se por retificados, os produtos que tenham sido
submetidos a um processo de destilagdo fracionada para concentrar
determinados componentes; por concentrados, os que tenham sido
parcialmente desterpenados; por desterpenados, aqueles dos quais tenha
sido retirada a quase totalidade dos terpenos (BRASIL, 2007).

O curioso sobre o termo ‘6leo essencial’ € que ndo ha em sua composigcao
Oleos ou lipideos, soma-se a isso o fato de ndo ser essencial. Mesmo assim, o termo
€ usado amplamente em todo o mundo. Na Idade Média, o médico e alquimista
suico, Paracelsus, usando vapor, conseguiu isolar de material vegetal, substancias
que tinham o aroma das plantas medicinais, o que ele chamou de “a alma da planta”
ou esséncia. Essas substancias ndo se misturavam com a agua, dai a origem do
nome oleo essencial (JAKIEMIU, 2008).

Dessa forma, os Oéleos essenciais sdo substancias volateis, de
consisténcia semelhante a 6leo, produzidas por diversas espécies de plantas, cujas
propriedades terapéuticas sdo conhecidas pelo homem desde a antiguidade (CRUZ;
NOZAKI; BATISTA, 2000; SIANI et al., 2000).
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Esses compostos, produzidos em varios locais da planta, sao
armazenados na célula, primariamente, nos vacuolos; frequentemente sé&o
sintetizados em determinada parte do vegetal e armazenados em outra, sendo que
sua concentragdo pode variar no ciclo dia/ noite (GOBBO-NETO; LOPES, 2007,
RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

3.3 Diversidade de espécies de Ocimum (Lamiaceae)

Entre as familias do Reino Plantae, destaca-se Lamiaceae (= Labiatae),
uma das maiores do grupo das Angiospermas e uma das principais familias
botanicas com representantes medicinais (JUDD et al., 2002). “E considerada uma
auténtica familia de plantas medicinais, pelas virtudes curativas observadas na
maioria de suas espécies” (ALMEIDA, 2002).

Entre as espécies comumente utilizadas pelas populagcdes humanas por
suas indicacdes terapéuticas, estdo Melissa officinalis L. (cidreira), Mentha arvensis
L. (horteld), Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. (malvarico), Rosmarinus
officinalis L. (alecrim) e varios representantes do género Ocimum.

As diversas espécies que compdem Ocimum sdo conhecidas como
manjericoes e alfavacas (BRITO; PEREIRA; AMARAL, 2006). Ocimum provém da
palavra 6zein (grego = cheiro) pelo forte cheiro de suas partes aéreas (FONTANARI;
BAZZANELLI, 2009). As plantas apresentam-se como ervas e arbustos anuais e
perenes, nativas das regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa e América do
Sul (PAULA et al., 2007; PATON, 1992) e produzem 0leos essenciais, que por suas
propriedades terapéuticas, sdo muito utilizados na medicina popular para tratamento
de varios males e destinados a industria na producao de fitoterapicos, perfumes e
cosméticos (VIEIRA, 2009).

O numero de espécies varia de autor para autor. Ocimum foi inicialmente
descrita por Linnaeus, em 1753, que listou 5 espécies (CAROVIC -STANKO et al.,
2010). Bentham, em 1832, reconheceu 40 espécies para o género e dividiu Ocimum
em secdes baseando-se em caracteristicas dos estames e subsecfes, pela

morfologia do célice (1848).
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Paton (1992), em sua revisdo de espécies africanas de Ocimum
reconheceu cerca de 30 espécies para o género (PATON; HARLEY; HARLEY,
1999). Estudos de Koba et al. (2009) também citam a existéncia de cerca de 30
espécies de Ocimum. Para Hiltunem e Holm (1999) sdo conhecidas cerca de 50 a
150 espécies, enquanto outros autores relatam que o género envolve cerca de 160
espécies (GUPTA, 1994; PUSHPANGADAN; BRADU, 1995).

Pushpangadan, em diversos trabalhos (PUSHPANGADAN, 1974;
PUSHPANGADAN; BRADU, 1995; SOBTI; PUSHPANGADAN, 1979, citados por
PATON; HARLEY; HARLEY, 1999) formulou uma classificacdo infragenérica
diferente, baseada em cariétipos. O grupo ‘Basilicum’, contendo herbaceas anuais,
algumas perenes, com sementes pretas, elipsoides, mucilaginosas e nimero basico
de cromossomos x = 12; enquanto o grupo ‘Sanctum’, arbustos perenes, sementes
marrons, globosas, ndo mucilaginosas ou fracamente mucilaginosas e x = 8 como
numero basico de cromossomos.

Entre as razbes das divergéncias apresentadas, estdo as taxondémicas,
por exemplo, revisbes tais como as de Paton, em 1992 que reduziu o nimero de
espécies por reavaliar alguns taxa, quando diferentes nomes sdo aplicados ao
mesmo taxon (sinonimia); e geograficas, pois muitas espécies sao africanas e 0s
registros da literatura indiana, por exemplo, estdo escritos sem o conhecimento da
literatura pertinente para as espécies africanas (PATON, 1992).

A complexidade da taxonomia para 0 género também se deve a
hibridizacdo interespecifica e poliploidia comum nas espécies (ALMEIDA et al.,
2004). Dessa forma, a taxonomia e a nomenclatura para o género ainda € confusa
(PATON; HARLEY; HARLEY, 1999). Os autores comentam que a taxonomia esta
subjacente a Biologia vegetal, sendo necessario conhecer o nome correto de uma
planta para divulgar seus usos e relacionamentos.

Algumas espécies representativas do género Ocimum, com as principais
caracteristicas, sinonimia e uso pela populacao, sao:

O. basilicum L. (= O. thyrsiflorum L.), ou manjericdo, apresenta-se como
um subarbusto aromatico, anual, ereto, muito ramificado, de 30-50 cm de altura,
sendo nativo da Asia tropical e amplamente cultivado ap6s a vinda dos imigrantes

italianos para o Brasil.
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O manjericéo é utilizado como febrifugo, estimulante digestivo, béquico e
antirreumatico (LORENZI; MATOS, 2008). Suas folhas podem ser usadas frescas e
secas como aromatizante ou especiaria em uma ampla variedade de comidas
(VIEIRA; GOLDSBROUGH; SIMON, 2003).

Ocimum selloi Benth. (= O. carnosum Link & Otto), popularmente
conhecida como atroveran, elixir paregérico, € nativa do sul do pais e cultivada em
jardins e hortas domésticas como planta condimentar e medicinal. As folhas e as
inflorescéncias sao consideradas digestivo-estomacais e hepatico-biliares (COSTA
et al., 2010; LORENZI; MATOS, 2008). As flores estédo dispostas em grupos de trés,
com coloracao variando de roxo a réseo; os frutos sdo tetraquénios, com quatro
sementes pequenas, amarronzadas e ligeiramente alongadas (FACANALI, 2008).

O. tenuiflorum (= O. sanctum L), € um pequeno arbusto anual, com folhas
pequenas e flores de coloracdo purpura, nativa da India, que se adapta bem em
climas subtropicais e vegeta em solos permeaveis e ricos em matéria organica
(LORENZI; MATOS, 2008; PEREIRA; LOPES, 2006). O emprego de seu cha, bebido
em cerimdnias para o tratamento de males do corpo e da mente e os beneficios
obtidos pela simples presenca da planta sdo documentados na literatura indiana por
milénios. Promove uma melhora geral da saude e sensacédo de bem estar, oxigena
os tecidos além de acdo antioxidativa, propriedade anti- histaminica, anti-
inflamatoria e antimicrobiana (LORENZI; MATOS, 2008).

O. campechianum Mill (= O. micranthum Willd.), conhecida no Nordeste
como alfavaca do campo, é subarbustiva, perene, possui inflorescéncias terminais
com flores de coloracdo branca (SILVA, 2007), assemelhando-se morfologicamente
a 0. tenuiflorum (LORENZI; MATOS, 2008). Outra espécie, O. americanum L. (= O.
canum Sims) popularmente denominada manjericdo doce, tem as folhas in natura
empregadas em distlurbios gastricos, respiratorios e renais; seus 6leos essenciais
atingem altos valores no mercado nacional e internacional assumindo grande
relevancia medicinal (BRITO; PEREIRA; AMARAL, 2006), enquanto O. officinalis L,
ou alfavacéo, que ocorre nas regides sudeste e nordeste do pais, € uma espécie
anual, que floresce todo o ano. As flores, reunidas em inflorescéncias terminais
possuem coloracdo branca; os frutos séo tetraquénios e as pequenas sementes sao
amarronzadas, sendo empregado na industria farmacéutica e de cosméticos, além
do uso como condimento (ALMEIDA et al., 2004).
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3.3.1 Caracterizagao geral de O. gratissimum L.

A espécie Ocimum gratissimum L. (= O. guineense Schumach. & Thonn.,
O. viride Willd.), € conhecida popularmente como “alfavacao”, “alfavaca”, “alfavaca-
cravo” (LORENZI; MATOS, 2008); a mesma espécie recebe o nome de “quioidé” em
Sergipe, mas apresenta aroma diferente do cheiro de cravo-da-india (Syzygium
caryophyllata) tipico da alfavaca-cravo (BLANK et al., 2003)

Apresenta-se como um subarbusto ramificado com tipicas inflorescéncias
terminais, sendo originario da Asia e Africa e subespontaneo nas regiées do Brasil
(BLANK et al., 2003; JORGE, EMERY, SILVA, 2006; LORENZI; MATOS, 2008). “A
planta € um subarbusto aromatico, que cresce, sem maiores problemas, em todo o
Brasil” (JORGE; EMERY; SILVA, 2006). O centro de origem de Ocimum gratissimum
é a Africa, e apesar dos estudos a respeito dos constituintes quimicos de seus 6leos
essenciais, a taxonomia infraespecifica desta espécie permanece ainda confusa
(PATON, 1992).

A espécie pode ser subdividida em duas variedades: O. gratissimum var.
gratissimum, a qual possui folhas e ramos pubescentes, e inflorescéncia densa; e
O. gratissimum var. macrophyllum, que apresenta folhas e ramos glabros, com
inflorescéncia aberta (PATON, 1992), porém a espécie possui larga variedade
morfoldgica, em especial ao indumento de folhas e inflorescéncias, 0 que torna
dificil o uso desses caracteres como indicador taxondémico (VIEIRA et al., 2002) .

As flores de O. gratissimum sao hermafroditas, possuem simetria
zigomorfa e a corola formada por cinco pétalas possui coloracdo branca, enquanto o
célice é lilas. As flores estdo organizadas em inflorescéncias terminais do tipo
racemo, com uma média de 70 a 80 botbes, e para cada grupo de trés flores ha
duas bracteas. O androceu é formado por quatro estames com as anteras livres,
com deiscéncia longitudinal portando grdos de pdolen amarelo e pulverulento. O
gineceu é composto por um ovario supero bicarpelar e bilocular com estigma bifido e
com estilete ginobasico. Os frutos sdo do tipo esquizocarpo, possuindo quatro
mericarpos subglobosos de 1 a 1,3 mm, rugoso-ponteados, amarronzados e
ligeiramente alongados (SOUZA et al., 2006). As folhas sdo verdes, ovalado-
lanceoladas, de bordos denteados, membranaceas, variando de 4 a 8 cm de
comprimento (BIASI et al., 2009).
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Como outras espécies do género, O. gratissimum apresenta propriedades
medicinais, podendo ser utilizado como diurético, para tratar doencas
gastrointestinais, reumatismo, paralisia, entre outras moléstias (EFFRAIM; JACKS;
SODIPO, 2001; LORENZI; MATOS, 2008). As folhas e flores da alfavaca podem ser
utilizadas sob a forma de infusdo, decocg¢éo, ou na forma de xaropes (GONCALVES
et al., 2008).

As propriedades medicinais atribuidas a seus 6leos essenciais, presentes
em folhas, inflorescéncias e sementes (FRANCO et al., 2007; SOUZA et al., 2006),
faz com que a alfavaca-cravo seja empregada como anestésico, no tratamento de
gripes, resfriados e afeccbes respiratorias de origens diversas (ALMEIDA, 2011),
inseticida (OGENDO et al., 2008), nematicida e antimicrobiano (EFFRAIM, JACKS,
SODIPO, 2001; LEMOS et al., 2005).

Mbata e Saikia (2005) comprovaram a acao antimicrobiana de Ocimum
gratissimum sobre Listeria monocytogenes. Em seu estudo, células foram tratadas
com concentracfes crescentes do Oleo essencial extraido da planta, causando
inibicdo do crescimento bacteriano, sendo a concentracdo de 250 pug/mL capaz de
inibir em mais de 97% o crescimento. Estudos de Nakamura et al. (1999) indicaram
efeitos antibacterianos do Oleo de O. gratissimum em L. monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, Salmonella enteritiis, Escherichia coli,
Klebsiella sp.

Nweze e Eze (2009) determinaram os efeitos do extrato na inibicdo do
crescimento de E. coli, Proteus mirabilis, S. aureus e Pseudomonas aeruginosa.
Atividades dos extratos de O. gratissimum contra quatro espécies de Candida, a
saber, C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis foram confirmadas por
Nakamura et al. (2004), enquanto bioatividade do extrato da planta em Alternaria sp
e Penicillium chrisogenum foram estudadas por Faria et al. (2006) e Rosset et al.
(2005).

Santos et al. (2010), em estudos da avaliacdo de extratos vegetais e
animais da Regido do Cariri sobre fungos dermatéfitos, mostraram forte acao
antifangica com relevancia clinica para os extratos vegetais de O. gratissimum,
enquanto Lemos et al. (2005) comprovaram a eficacia do 6leo essencial extraido da

planta contra Cryptococcus neoformans.
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Os resultados da pesquisa de Flavio et al. (2011) mostraram que houve
reducdo na infeccdo de sementes de sorgo por fungos quando tratadas com 6leo
essencial de O. gratissimum, dessa forma, a espécie se mostra como uma
alternativa organica e de baixo custo para 0 manejo integrado de doencas de
plantas.

Alves et al. (2004) identificaram potencialidades alelopaticas do Oleo
essencial de varias plantas medicinais, incluindo O. gratissimum, enquanto os efeitos
antiparasitarios foram estudados em Leishmania amazonensis (UEDA- NAKAMURA
et al., 2006), e L. chagasi (OLIVEIRA et al., 2008), indicando a ampla gama de acao

dos componentes extraidos de O. gratissimum.

3.3.2 Consideracfes sobre a alfavaca-roxa (Ocimum sp)

Faz-se necessaria uma breve caracterizacdo da alfavaca-roxa,
identificada em nivel de género, mas ndo da espécie. E uma planta aromatica, cujas
folnas sdo simples, arroxeadas na parte adaxial e verdes na abaxial. O caule é
guadrangular e as flores estdo agrupadas em inflorescéncias do tipo racemo, de
coloracdo roxa, mesma cor do caule. Da mesma forma que em O. gratissimum, as
flores sdo hermafroditas, com simetria zigomorfa.

Torna-se bastante curioso o fato de que algumas variedades de alfavaca
apresentam variacdo de cor (CAMPOS, 2010). No caso da alfavaca-roxa, essa
coloracédo sofre variacdes, dependendo de onde o espécime esteja sendo cultivado.
Percebe-se que em baixa luminosidade, ha instabilidade da cor e as plantas passam

a apresentar coloracéo verde.



39

Na Figura 2 sdo mostrados aspectos da morfologia externa dos
espécimes para comparagao.
;‘5" =4, - % -

% %

Figura 2. Inflorescéncia, alfavaca-cravo (a) e alfavaca-roxa (b); flor isolada, alfavaca-
cravo (c) e alfavaca-roxa (d). Fortaleza, CE, 2012.

3.4 Estudos de germinacao e caracterizacdo morfolégica de espécies
vegetais

Os estudos que abrangem a germinacdo de sementes e a caracterizagcao
morfolégica das plantulas resultantes desse processo sao importantes por
propiciarem a compreensdo do ciclo biolégico da planta, além de ampliarem as
informacfBes sobre as espécies vegetais e subsidiarem programas de manejo e
conservacao.

Vérios estudos indicam a importancia de se trabalhar com morfologia da
germinacao e de plantulas, e incluem contribuir para a melhoria dos conhecimentos
silviculturais das espécies (FELICIANO; MARANGON; HOLANDA, 2008); favorecer
a identificacdo de espécie ou as relacdes ecoldgicas interespecificas (COSTA et al.,
2006); servir de subsidio para a producdo de mudas, visando a reposicao florestal
(LEONHARDT et al., 2008). Fornecer informacdes para a correta identificacdo de
espécies a partir de caracteristicas peculiares (ABUD et al., 2010) e de espécies
nativas do bioma caatinga que sdo pouco estudadas mas apresentam grande
potencial econdmico (NOGUEIRA; MEDEIROS FILHO; GALLAO, 2010) e aquelas
de grande importancia ecologica e que estejam ameacadas de extingdo (REGO et
al., 2010).
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Conhecer e entender, sob véarios aspectos, o desenvolvimento das
plantas, € fundamental para que sejam tomadas decisfes em relacdo aos melhores

métodos de producdo, cultivo e regeneracdo das espécies.

3.4.1 Biologia reprodutiva e germinagéo de sementes

Durante o processo evolutivo as plantas desenvolveram formas de
propagacgéo vegetativa e reprodutiva para sua perpetuagédo. “A grande maioria das
espécies de plantas cultivadas, exéticas ou nativas apresenta propagacao
reprodutiva, em que o didsporo é considerado a unidade de dispersdo da espécie”
(SERT; BONATO; SOUZA, 2009).

Os diasporos podem ser considerados ndo s6 uma estratégia de
dispersdo, mas também de multiplicacdo, sobrevivéncia e preservacdo da
biodiversidade, uma vez que contém o codigo genético representando a principal
forma de disseminacdo no ambiente; sdo representados, em geral, apenas pela
semente, porém, em muitas espécies trata-se do fruto ou pode conter, além da
semente, bracteas, perianto e pericarpo (SERT; BONATO; SOUZA, 2009).

A reproducédo por sementes é um método importante pelo qual as plantas
se reproduzem, sendo essenciais no processo a producao de células hapldides, os
gametas, através de meiose, e a unido dos gametas masculino e feminino para
formarem o zigoto diploide que originara a planta (ARAUJO; BRUCKNER, 2008).

“Por possibilitar ampla recombinacéo genética, a propagacéo sexuada €,
mais do que um modo de propagacdo, um mecanismo de adaptacdo da espécie”
(ARAUJO; BRUCKNER, 2008).

O ciclo sexual de uma planta inclui o desenvolvimento de gametéfitos
masculinos (graos de polen germinados) e femininos (saco embrionario). A flor € o
orgado das angiospermas adaptado a reproducdo sexual. Nela ocorre a meiose,
seguida da formac&o dos gametas, a polinizacdo, a fertilizacdo e o desenvolvimento
da semente. A meiose viabiliza a segregacado, a fertilizacdo e a recombinacéo
genética. Das partes da flor o gineceu corresponde a parte feminina e o androceu,
masculina. O gineceu é formado pelo ovario, em cujo interior se formam os 6vulos,
pelo estilete e estigma, sendo que nesse Ultimo germina o grdo de polen apés a
polinizacdo; o androceu é formado pelos estames, onde cada estame é composto
por filete e antera (ARAUJO; BRUCKNER, 2008).
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Pelo processo da polinizacdo os gametas masculinos sdo levados pelo
gréo de pdlen, ou microgametofito imaturo que, no momento da dispersdo, pode
conter duas ou trés células. Inicialmente, existe a célula do tubo e a célula geradora,
sendo que esta Ultima se divide antes ou depois da dispersdo dando origem a duas
células espermaticas. O gametofito feminino das angiospermas € formado por oito
ndcleos quando maduros, sendo um deles a oosfera (GASPARINO; CRUZ-
BARROS, 2006).

Os grdos de pllen sao estruturas microscopicas que se formam nas
anteras, através do processo de microsporogénese. No interior dos sacos polinicos
das anteras, as células precursoras (células-mée) dos grados de pélen, aumentam de
volume e sofrem meiose. Cada célula, apés a primeira divisdo meidtica, origina duas
células haploides (microsporocitos secundarios), que juntas formam as diades.

Apoés a segunda divisdo, formam-se 0s microsporios, que juntos formam
as tétrades. Em seguida ha a diferenciagcdo das tétrades em grédos de polen
(ARAUJO; BRUCKNER, 2008; DETTKE; SANTOS; 2011).

Cada grédo de podlen € inicialmente constituido de uma célula haploide
envolvida por duas paredes: a externa (exina) € formada por esporopolenina,
substancia muito resistente e que apresenta padrées morfologicos caracteristicos de
cada espécie ou grupo de plantas, enquanto a camada interna (intina) é feita de
celulose (ARAUJO; BRUCKNER, 2008; REIS, 2010).

A semente das angiospermas surge através do processo da dupla
fertilizacdo, no qual um dos nulcleos espermaticos fertiliza a oosfera, formando o
embrido; e o outro se combina com os nudcleos polares do 6vulo para produzir o
endosperma tripléide, que nutrira o embrido (SADAVA et al., 2011).

A semente pode ser considerada, entdo, como o oOvulo fecundado e
amadurecido, apresentando, basicamente, um ou dois tegumentos, tecido de
reserva e embrido (SOUZA; PAOLI, 2009), e tem como funcdo primordial sua
germinacdo para que uma nova geracdo da planta possa ser originada (SERT;
BONATO; SOUZA, 2009).

Durante o seu desenvolvimento, a semente passa por trés fases
principais: histodiferenciacdo ou morfogénese inicial, expansao celular concomitante
a fase de acumulo de reserva, e a fase final, que corresponde ao dessecamento
(AMARAL; PEREIRA; CORTELAZZO, 2000; CARVALHO et al., 2008).
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Em relacdo a tolerancia a dessecacgdo e baixa temperatura, podem ser
agrupadas em sementes ortodoxas (tolerantes) e recalcitrantes (intolerantes)
(ROBERTS, 1973). “As sementes que toleram desidratacdo quase completa podem
suportar, consequentemente, temperaturas extremamente baixas, 0 que
supostamente ndo ocorre com as sementes intolerantes a dessecagao”
(BONJOVANI; BARBEDO, 2008).

De acordo com Gemaque et al. (2005), o baixo teor de agua das
sementes, neste caso, além de limitar a germinacédo € fundamental para reduzir a
deterioracdo das mesmas. A tolerancia a dessecacao destas sementes em relacéao
as recalcitrantes € uma caracteristica vantajosa e muito bem empregada pelo
homem no armazenamento das sementes. Ainda conforme os autores, as sementes
ortodoxas geralmente ndo so toleram a dessecacgao, mas provavelmente, dependem
dela para redirecionar os processos metabdlicos que levam a germinacao, podendo
ser resultado do processo de selecéao natural em concordancia com as condi¢cdes do
meio em que as espécies evoluiram. Assim, as sementes que germinavam logo que
seu processo de formacdo e maturacdo fosse concluido, produziam plantulas que
poderiam ndo sobreviver as condi¢cdes adversas. Foram selecionadas, desta forma,
as plantulas cujas sementes germinavam apenas quando as condicbes do meio
fossem favoraveis ao seu desenvolvimento.

O primeiro processo fisiologico do estabelecimento de uma nova planta é
a germinacdo das sementes, processo em que predominam as atividades
catabodlicas e de mobilizacdo de reservas, culminando com o desenvolvimento do
eixo embrionario (SERT; BONATO; SOUZA, 2009).

A germinacdo compreende, pois, uma sequéncia ordenada de atividades
metabdlicas que tem inicio com o processo da embebicdo, em que ha a retomada do
desenvolvimento do embrido, e que culmina com a emergéncia da plantula e
restabelecimento da espécie (MARCOS FILHO, 1986 citado por DINALLI et al.,
2010).

As sementes podem ser consideradas como a principal forma de propagar
as espécies, bem como de propiciar a sobrevivéncia das plantas em condicdes
adversas. Em ambientes favoraveis o metabolismo da semente aumenta e as
reservas comecam a ser consumidas. “Com isso, inicia-se o0 desenvolvimento das
plantulas, mesmo quando as plantas que originaram essas sementes ja tenham
morrido ha anos” (SERT; BONATO; SOUZA, 2009).
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Diversos fatores, extrinsecos e intrinsecos, podem interferir na
germinacdo das sementes, entre eles a luz, a temperatura, a 4gua e a dorméncia
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). A luz atua na germinagéo através do fitocromo,
uma cromoproteina capaz de absorver luz mais fortemente em determinadas regides
do espectro.

Dependendo do comprimento de onda da luz que € absorvida, o fitocromo
sofre interconversdo entre as formas Fv, forma inativa do fitocromo e Fve, forma
ativa. Ao receber luz no comprimento de onda de 660 nm (Vermelho- V) o fitocromo
converte-se na segunda forma, o FVe, que tem absor¢cao maxima de luz em 730 nm
(Vermelho extremo- Ve). A forma ativa é capaz de induzir a germinacdo em
determinadas sementes (SERT; BONATO; SOUZA, 2009; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Segundo Bewley e Black (1994), sementes de um grande numero de
espécies cuja germinacdo € promovida pela luz sdo chamadas fotoblasticas
positivas, enquanto aquelas na qual a germinacdo € inibida pela luz sé&o
denominadas fotoblasticas negativas. Nas fotoblasticas preferenciais, a germinacéo
ocorre no escuro, mas preferencialmente o processo é favorecido na presenca da
luz (KLEIN; FILIPE, 1991 citados por FONSECA; NUNES; NUNES, 2012), enquanto
as fotoblasticas neutras séo insensiveis a luz (FONSECA; NUNES; NUNES, 2012).

A temperatura interfere na germinacéo devido a atuacao na velocidade de
absorcdo de agua e também nas reacdes bioquimicas que determinam todo o
processo de germinacdo (KOPPER; MALAVASI; MALAVASI, 2010).

As sementes podem ndao germinar, mesmo que as condi¢cdes ambientais
estejam favoraveis, devido ao processo de dorméncia. Souza (2009) a define como
a incapacidade de germinacdo do embrido, devido as condicfes inerentes a
semente. Dentre essas condi¢cdes, destacam-se: tegumento impermeavel e
restricdes intrinsecas, como embrido imaturo ou presenca de substancias inibidoras
gue foram produzidas durante a formacédo da semente.

O autor relata que, dependendo da origem, a dorméncia pode ser
primaria, quando foi instalada durante a formacédo da semente, ainda na planta-mae;
presente, portanto, no ato da dispersédo; e dorméncia secundaria, que pode ocorrer
depois de as sementes serem embebidas e terem seu metabolismo ativado, quando

entram em dorméncia novamente devido as condi¢cbes ambientais desfavoraveis.
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A dorméncia primaria € uma caracteristica ou padrédo de desenvolvimento
especifico, sendo programado geneticamente, enquanto na dorméncia secundaria, a
semente é programada para desencadear a manifestacdo do mecanismo que
determina a dorméncia, ou seja, sdo liberadas em estado ndo dormente, em
condicdes desfavoraveis para a germinacao, tornando-se dormentes (LOPES et al.,
2011).

O fato de uma espécie vegetal apresentar algum tipo de dorméncia, afeta
a producao de mudas. “Na agricultura, € desejavel que as sementes de uma espécie
tenham germinacao rapida e uniforme” (GMACH, 2008), dessa forma, varios sdo 0s
métodos utilizados para a quebra da dorméncia visando uniformizar a germinagéo.

Um procedimento comumente adotado para reduzir o tempo entre a
semeadura e a emergéncia das plantulas é o contato das sementes com substratos
umedecidos (LOPES; CORREA; DIAS, 2006).

Entre as substancias utilizadas na superacdo de dorméncia de sementes
esta o nitrato de potassio (KNO3). Essa substancia € considerada como um agente
osmotico e é utilizada para aumentar a concentracdo da solucdo, diminuindo o
potencial hidrico da solucéo, podendo promover a respiragcdo em algumas espécies
(LEONEL; RODRIGUES, 1999; TONIN et al., 2005).Trata-se de um agente osmotico
inorgéanico, atuando na recepcéo de elétrons quando se reduz a forma de nitrito no
interior das sementes, reoxidando o NADPH e aumentando a disponibilidade de
NADP para a reducdo das desidrogenases do ciclo da pentose fosfato, processo
este que esta envolvido na superacdo da dorméncia das sementes (MARCOS
FILHO, 2005).

Além da quebra da dorméncia, € importante em qualquer estudo que
envolva propagacdo de plantas por sementes informar-se sobre sua qualidade
sanitaria e fisioldgica, para ndo comprometer a sustentabilidade do plantio.

Desta forma, a sustentabilidade de plantios, sejam eles agronémicos ou
agroflorestais podem ser comprometidos devido a baixa qualidade fisiolégica e
sanitaria das sementes; além disso, as sementes sdo via de transmissdo de
patdégenos que podem prejudicar posteriormente as plantulas ou as plantas em

desenvolvimento, comprometendo, assim, o plantio (ARAUJO, 2008).
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A qualidade de sementes envolve uma série de aspectos genéticos,
fisicos, fisiologicos ou sanitarios, que ao serem avaliados de forma conjunta,
propiciam o conhecimento do valor real e potencial de utilizagdo destas sementes
(BOREM, 2005). As sementes devem ser submetidas a varios testes de acordo com
0os métodos disponibilizados nas Regras de Analises de Sementes (RAS), sendo
estes testes de uso obrigatorio em Laboratérios de Analise de Sementes (BRASIL,
20009).

O teste de germinacdo determina o potencial germinativo de um
determinado lote, avaliando a qualidade fisiolégica das sementes para fins de
semeadura e producdo de mudas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Trata-se de um teste de controle de qualidade, realizado em condi¢des de
laboratério objetivando qualificar e quantificar o valor das sementes vivas, com
potencial de produzir plantas normais em condicdes favoraveis de campo (PINA-
RODRIGUES; FIGLIOLIA; PEIXOTO, 2004).

O estudo da germinacdo das sementes de espécies medicinais tem
merecido atencdo especial da comunidade cientifica, devido ao incremento ao seu
potencial farmacolégico, aliado a necessidade de proceder a cultivos racionais,
destinados a producéo de fitoterapico (PEREIRA, 1992).

3.4.2 Morfologia da germinacéo e da plantula

Estudos de caracterizacdo morfolégica da germinacéo e de plantulas sao
de grande importancia, pois fornecem subsidios para melhorar as técnicas de
propagacdo de mudas, padronizar testes de germinacao, identificar as espécies em
campo, entre outros, nos estudos de preservacdo das espécies ou outros fins
praticos (ABUD et al., 2010; BELTRATI, 1995).

Estudos morfologicos fornecem informacdes para a identificacdo botéanica
de espécies e orientam quanto ao método de cultivo (NOGUEIRA; MEDEIROS
FILHO; GALLAO, 2010), sendo uma das formas mais tradicionais em trabalhos de
caracterizacdo de espécies. Configura-se como um dos passos iniciais em um
programa de melhoramento e tem como objetivo conhecer o material que se deseja
trabalhar e observar a diversidade existente. Em geral, os proximos passos Sao

associa-la a caracteristicas agronémicas e genéticas (SAWASATO, 2007).
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Diversas classificacdes foram propostas para as plantulas, de acordo com
caracteristicas como exposi¢ao dos cotilédones, posicdo na plantula e funcdes dos
cotilédones (RESSEL et al., 2004).

A germinacdo é considerada criptocotiledonar, caso em que 0s
cotilédones permanecem no interior do diasporo e fanerocotiledonar, quando os
cotilédones sédo expostos. Na germinacdo dita hipégea os tecidos de reserva das
sementes podem ficar abaixo do solo; no caso de acompanharem o hipocatilo,
projetando-se para fora do solo, denomina-se germinacdo epigea (DUKE, 1965; NG,
1978; VIEIRA; SOCOLOWSKI; TAKAKI, 2010).

Outra classificacdo bastante utilizada é a de Miquel, de 1987, que separa
as plantulas em cinco tipos morfofuncionais: tipo fanerocotiledonar epigeal
fotossintetizante, caracteriza-se por apresentar cotilédones externos ao tegumento
da semente e visiveis, folidceos fotossintetizantes e localizados acima do nivel do
solo; fanerocotiledonar epigeal de reserva, apresenta cotilédones visiveis e
localizados acima do nivel do solo, mas com funcdo de reserva; fanerocotiledonar
hipogeal de reserva, possui cotilédones visiveis, localizados abaixo ou ao nivel do
solo e apresentam funcéo de reserva; criptocotiledonar hipogeal de reserva, possui
cotilédones encerrados no tegumento da semente, ndo sendo visiveis, pois estdo
localizados abaixo ou ao nivel do solo e com funcao de reserva; e criptocotiledonar
epigeal de reserva, cujos cotilédones ndo sdo visiveis por estarem encerrados no
tegumento da semente, localizados acima do nivel do solo e que apresentam funcéo
de reserva (CAVICHIOLO; BOEGER; MARQUES, 2009).

De modo geral, no inicio da fase de plantula desenvolvem-se a raiz
primaria e o hipocotilo, a partir do eixo hipocatilo-radicular do embrido contido no
interior da semente. A raiz, comumente axial, pode apresentar pelos que podem ser
observados macroscopicamente. No limite entre a raiz e o hipocoétilo pode ser
identificado o colo, visivel pela diferenca de coloracdo ou apresentar-se como uma
pequena depressdo ou estrangulamento (SOUZA et al., 2009).

Os cotilédones podem ser foliaceos ou de reserva e apresentam grande
variedade de formas e tamanhos.

O hipocétilo é o entrend da plantula, possui coloracao variavel, podendo
ser verde, bege, marrom, enquanto o epicétilo localiza-se entre o n6 cotiledonar e o
no6 do primeiro edfilo. A gema vegetativa localizada no apice do epicétilo pode formar

um ou mais edfilos, também chamados protéfilos (SOUZA et al, 2009).
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De acordo com Pereira (1988), a observacdo do desenvolvimento da
plantula permite diferenciar grupos taxondmicos muito semelhantes entre si.

O estudo de morfologia de plantulas é importante por contribuir com o
conhecimento morfo-anatbmico integral da espécie, oferecendo quantidade de
caracteres préprios que torna possivel determinar a espécie da qual procede a
semente. Também é utilizado em laboratérios de analise de sementes para
identificar plantulas normais e anormais (OLIVEIRA, 1988 citado por MELO;
VARELA, 2006).

Percebe-se que o conhecimento dos caracteres morfoldgicos de plantulas
e mudas é de grande importancia em trabalhos de laboratério, viveiros de producéo
de mudas e estudos de avaliacdo da regeneracdo natural, pois facilita o
reconhecimento e a identificacdo das espécies (AMORIM et al., 2006). Véarias
espécies com propriedades medicinais carecem de informagdo acerca de seu

processo reprodutivo, dessa forma, estudos dessa natureza devem ser estimulados.

3.5 Aspectos agrondmicos e quimicos

A medida que as plantas se desenvolvem, seu crescimento pode ser
acompanhado através da determinacdo da matéria seca e area foliar (AIRES;
SILVA; EICHOLZ, 2011), pois esse crescimento deve-se a0 aumento da matéria
seca a partir da conversao de substancias inorganicas simples, tais como luz, CO; e
minerais em substancias organicas. Por serem as folhas responsaveis pela
captacdo de energia solar e producdo dessa matéria organica, através da
fotossintese, torna-se importante a determinacdo da area foliar ao longo do
crescimento da planta (MAGALHAES, 1986 citado por BARREIRO et al., 2006).

Godoy et al. (2007) afirmam que “a medida da area foliar esta relacionada
a determinacéao ou estimativa da superficie fotossinteticamente ativa”; apresentando-
se como uma ferramenta valida para o estudo das bases fisioloégicas da producéo
(ALMEIDA et al., 2011).

Considerando crescimento como “o aumento irreversivel de uma
grandeza fisica como massa, area, altura e didametro” (FAGUNDES et al., 2010), a
analise de crescimento descreve as condicdes morfofisiolégicas da planta em
diferentes intervalos de tempo, sendo valido acompanhar a dinAmica do processo

produtivo através de parametros fisiologicos e bioquimicos (MAGALHAES, 1986
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citado por BARREIRO et al., 2006). “A utilizagcdo dos parédmetros de crescimento
vegetal, como analise, € considerada o método basico para se obter a estimativa da
produtividade primaria dos vegetais” (FONSECA, 2001).

A importancia agronémica de estudos dessa natureza pode ser atribuida
a possibilidade de se conhecer as diferencas funcionais e estruturais entre as
plantas quando submetidas a diferentes fatores ambientais. E o conhecimento dos
efeitos das condicbes ambientais no crescimento da planta pode subsidiar
programas de melhoramento bem como praticas adequadas de manejo da cultivar
de interesse (AIRES; SILVA; EICHOLZ, 2011; BENINCASA, 1988) e contribuir com o0
aumento da produgéo.

Em plantas medicinais, a importancia da analise de crescimento de uma
determinada espécie também esta correlacionada a concentracdo de principios
ativos, como o Oleo essencial, os quais podem variar durante o desenvolvimento da
planta (FONSECA, 2001). Faz-se necessario associar a producédo de biomassa a
gualidade dos principios ativos, pois além das variacdes circadianas, estudos
demonstram que varios outros fatores podem influenciar as plantas na producao de
biomassa, bem como na quantidade e qualidade de metabdlitos secundarios,
incluindo aqui os Oleos essenciais (BRANT et al., 2009; COSTA et al., 2010;
FRANCO et al., 2007; GOBBO-NETO; LOPES, 2007; LIMA et al., 2011).

Varios fatores podem influenciar a producéo dos metabdlitos secundarios
nas plantas. Entre eles estdo a época em que o material é coletado (sazonalidade),
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; REIS; MARIOT; STEENBOCK, 2003), fase de
desenvolvimento, idade da planta, 6rgdo de armazenamento (SIMOES; SPITZER,
2003; SANGWAN; FAROOQI; SANGWAN, 2001) e as condicbes ambientais as
guais as plantas estdo submetidas, tais como a temperatura, disponibilidade hidrica
e luminosidade (ARMOND et al., 2011; GOBBO-NETO; LOPES, 2007; LIMA et al.,
2011; REIS; MARIOT; STEENBOCK 2003; SILVA; CASALI, 2000; LUZ; EHLERT;
INNECCO, 2009); sem esquecer, logicamente, do fator genético (FRANCO et al.,
2007).

Dessa forma, fatores tais como “[...] fotoperiodo, temperatura e
intensidade luminosa podem determinar nas espécies a época ideal de colheita e 0
local de cultivo em que podera se obter maiores quantidades do principio ativo”
(SOUZA et al., 2011b).
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Para plantas que apresentam Oleos essenciais, 0 periodo da manha é
recomendado para a colheita (NAGAO, 2003 citado por LUZ; EHLERT; INNECCO,
2009), porém existem as particularidades de cada espécie (LUZ, EHLERT;
INNECCO, 2009).

Por serem substancias extremamente complexas, podendo conter 100 ou
mais compostos orgéanicos (CASTRO et al., 2004b), os 6leos essenciais podem ser
guantificados e identificados através de técnicas cromatograficas ou
espectroscopicas (CASTELO; DEL MENEZZI; RESCK, 2010).

Os componentes que normalmente formam os 6leos essenciais oferecem
certas dificuldades de separacéo e de identificacdo, devido a existéncia de diversos
compostos isoméricos e da instabilidade de certos terpenos (RUDLOFF, 1974 citado
por FONSECA, 2001). Quanto aos métodos de extracdo dos 6leos essenciais, eles
podem variar conforme a localizacéo do 6leo na planta e com a proposta de seu uso;
entre 0s métodos mais comuns encontra-se o arraste por vapor dagua.

De acordo com Lupe (2007), os constituintes do material vegetal possuem
pressdao de vapor mais elevada que a da agua, sendo por isso, arrastados pelo
vapor d’agua. Na extracdo em aparelho de Clevenger, o 6leo essencial obtido, apds
separar-se da agua, deve ser seco com Na,SO, anidro, podendo o método ser
utilizado para extrair 6leos de plantas frescas.

Na identificacdo da composicdo quimica dos Oleos essenciais, a
cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massas é um dos métodos mais
indicados (CG/EM) (CASTRO et al.,, 2004b), enquanto a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) constitui-se em uma técnica de analise
poderosa e versatil para estudos estruturais moleculares.

Baseando-se na absorcdo de energia na gama das radiofrequéncias por
partes de nacleo em uma molécula submetida a um forte campo magnético, a RMN
€ uma das mais importantes técnicas para a obtencéo de informacao fisica, quimica,
eletrbnica e estrutural das moléculas, de um modo néo destrutivo, podendo fornecer
informacdo acerca da estrutura tridimensional e da dindmica das moléculas no
estado liquido ou sélido (ALVES, 2010).

Masetto et al. (2011), através de andlise por CG/EM, obtiveram como
componentes majoritarios das inflorescéncias de Lavandula dentata (Lamiaceae),
monoterpenos hidrocarbonados (a-pineno, B-pineno e limoneno) e monoterpenos

oxigenados (1,8-cineol, fenchona, linalol, a-fenchol e canfora).
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Costa Filho, Encarnacéo e Oliveira (2006) analisaram o 6leo essencial de
O. gratissimum var. macrophyllum indicando o eugenol como componente
majoritario. BIASI et al. (2009), ao estudarem a composi¢cdo quimica do 6leo
essencial de O. gratissimum confirmaram que o quimiotipo estudado foi o eugenol,
com atividades antifingicas e antibacterianas comprovadas.

Effraim, Jacks e Sodipo (2001) citam trés quimiotipos para Ocimum
gratissimum, eugenol, timol e geraniol, sendo que seus compostos aromaticos tém
grande importancia na industria farmacéutica, principalmente por conter eugenol (70-
80%) e geraniol (80-90%). “O dleo essencial desta espécie € rico em eugenol, um
fenilpropandide” (FACTOR et al, 2008); que € responsavel pelo aroma de cravo-da-
india tipico da espécie (BIASI et al., 2009). Os autores, em estudos sobre a
influéncia da adubacé&o organica em O. gratissimum, constataram que o teor de 0Oleo
essencial e do eugenol sdo maiores nas folhas do que nas flores.

A estrutura quimica de compostos volateis comumente encontrados em

Ocimum gratissimum, esta representada a seguir:
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Figura 3. Estrutura quimica de compostos presentes nos Oleos essenciais de
Ocimum (a) Eugenol (b) Timol (c) Geraniol.
FONTE: JAKIEMIU, 2008. ROSADO et al., 2011.

Diante das afirmacdes que o conteudo e a composicdo dos Oleos
essenciais podem variar em funcdo de varios fatores, é necessario que estudos
sejam conduzidos visando detectar as condicOes ideais de cultivo e coleta para
maximizar a producdo e obtencdo de Oleos essenciais com qualidade de seus

principios ativos.
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3.6 Analise molecular e citogenética em estudos de identificacdo de

espécies vegetais

Areas do conhecimento, tais como a Biologia, ao se integrarem a Fisica,
Biofisica, Bioquimica e Genética, trazem como consequéncias para a humanidade,
grandes avancos na ciéncia, tais como a descoberta do DNA como material basico
constituinte dos genes, culminando no desenvolvimento da Biologia Molecular
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

Pesquisas na area de Biologia Molecular associadas ao controle de
gualidade de sementes tém evoluido rapidamente e o desenvolvimento de novas
técnicas apresenta-se como ferramenta Util na obtencdo de classes distintas de
marcadores moleculares que auxiliam na elucidacdo dos fatores que afetam a
gualidade, manipulacdo e identificacdo do material genético, assim como na
preservacao desses materiais (CARVALHO; VIEIRA; PINHO, 2000).

Comparados aos morfologicos, os marcadores moleculares se mostram
mais versateis, rapidos e seguros.

Os principais marcadores moleculares utilizados para a identificacdo de
cultivares e da pureza genética envolvem a analise de proteinas e de DNA
(CARVALHO; VIEIRA, PINHO, 2000).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1996) um marcador molecular é todo e
gualquer fendtipo de um gene expresso (isoenzimas) ou segmento de DNA; os
marcadores moleculares podem ser classificados de acordo com a metodologia
usada para sua identificacdo. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
ou polimofismo no comprimento de fragmentos de restricdo, € evidenciado pela
fragmentacdo da molécula do DNA por enzimas de restricdo e observado pela
hibridizacdo destes fragmentos com sequéncias homologas de DNA marcadas com
radioatividade ou compostos que desencadeiam uma reac¢do de luminescéncia. De
acordo com 0s autores, a presenca ou auséncia de sequéncias especificas de 4 a 8
pares de bases, reconhecidas e clivadas por enzimas de restricdo pode variar entre
diferentes individuos, gerando polimorfismo.

Alguns marcadores sdo baseados na técnica de reacédo de polimerase em
cadeia (PCR- Polmyerase Chain Reaction). A tecnologia de PCR, idealizada por
Kary Mullis, na década de 80, envolve a sintese enzimatica de milhdes de cépias de

um segmento de DNA na presenca da enzima DNA polimerase resistente ao calor
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(Taq polimerase). Cada ciclo de PCR envolve 3 etapas, que sdo: desnaturagao,
anelamento e extensdo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996). A descoberta de
novas geragdes de marcadores, baseados na sequéncia do DNA tem possibilitado
maior deteccdo de polimorfismo em comparacdo com marcadores morfolégicos ou
baseados na analise de proteinas (XAVIER et al., 2005).

A técnica de PCR possibilitou marcadores tais como AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
bastante utilizados devido a facilidade de uso, rapidez e baixo custo (VIDAL;
LAMEGO; NUNES, 2005).

Segundo Lopes et al. (2002), além de serem métodos rapidos e
relativamente simples, sao sensiveis e revelam varios locos dispersos pelo genoma
sem exigir conhecimento prévio da informacao genética de sequéncias-alvo.

No método RAPD, ou polimorfismo de DNA amplificado ao acaso, 0
polimorfismo € revelado através da amplificacdo de locos usando-se primers,
sequéncias curtas de oligonucleotideos, que quando submetidos a condi¢bes
apropriadas de temperatura se anelam a sequéncias gendémicas complementares
(LOPES et al., 2002). Para que haja a amplificacdo de fragmento RAPD no genoma
pela DNA polimerase, duas sequéncias de DNA complementares ao primer arbitrario
devem estar adjacentes e em orientacao oposta.

Uma etapa basica para os testes com marcadores moleculares é a
extracdo do DNA genbmico em quantidade e qualidade adequados (BELLON et al.,
2005). As paredes celulares do material botanico devem ser rompidas, 0 que pode
ser feito utilizando-se tubo de microcentifuga e bastdo de vidro, seguindo-se de
ruptura das membranas celulares, pelo brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB-
cationic hexadecyl trimethyl ammonium bromide) (ROMANO; BRASILEIRO, 1999).
Ainda conforme os autores, o uso de tampdes de extracdo, pH em torno de 8,0, evita
a degradacdo do DNA pelas DNAses; e para que os acidos nucléicos sejam
separados de proteinas, utiliza-se fenol e/ou cloroférmio, enquanto o CTAB solubiliza
as membranas, formando com o DNA um complexo, facilitando a precipitacéo.

Em funcdo da quantidade de DNA produzido, € possivel a visualizacao
dos fragmentos amplificados sob a forma de uma banda de um gel de
poliacrilaminada ou agarose, e visualizados ap6s coloracdo com nitrato de prata ou
brometo de etideo (EtBr) sob luz UV (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).
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“O polimorfismo detectado por marcadores RAPD é gerado por mutagdes
ou por rearranjos (insercdes ou delecdes) entre os dois sitios, ou no préprio sitio de
hibridizacdo dos dois primers” (LOPES et al., 2002).

Dentro do nucleo da célula o DNA sofre um supercondensamento,
auxiliado por proteinas histonas e ndo- histonas, para formar os cromossomos, que
podem ser estudados através da Citogenética, que engloba os estudos
relacionados com o cromossomo, isolado ou em conjunto; condensado ou
distendido, sua morfologia, organizacdo e variacdéo (BRAMMER; ZANOTTO,;
CAVERZAN, 2007).

Varios autores afirmam que o estudo citogenético auxilia na resolucéo de
problemas taxon6micos, cultivo e melhoramento genético (PEDROSA et al., 1999;
VIEGAS et al., 2007; YUYAMA; CAVALHEIRO; VANZELA, 2010). Furlan e Aoyama
(2012) destacam a importancia do estudo do numero de cromossomos dentro de um
taxon e entre taxons distintos, por ser um dos parametros mais utilizados na
caracterizacao citologica de uma espécie, podendo, inclusive, ter implicacdes na
identificacdo de cultivares. Segundo Pedrosa et al. (1999) o nUmero cromossémico
guando aliado a outros caracteres citologicos, auxilia no entendimento das
alteracdes genéticas envolvidas em estudos evolutivos, bem como na delimitacéo
taxondmica das espécies.

Para Brammer, Zanotto e Caverzan (2007), a analise cromossoémica tem
sido de grande importancia para o entendimento da evolucdo, genética e
estabilidade cariotipica dos materiais estudados.

A citogenética de carater investigativo é importante para a identificacédo e
o entendimento do comportamento meiético de espécies, fornecendo dados como
namero de cromossomos e nivel de ploidia. Quando se analisa 0 comportamento
meiotico, possiveis erros apresentados durante o processo celular podem ser
esclarecidos. “Esses erros meidticos causam anormalidades, que, por sua vez,
acarretam em disfun¢gdes na formacéo e viabilidade do grdo de pdlen, que podem
esclarecer sobre a qualidade de propagacdo da espécie [...]". (PASCOTTO;
ROMAGNOLO, 2008).

O estudo e a caracterizacdo dos graos de polen sdo fundamentais para
diferentes areas, em especial, para a taxonomia, o melhoramento genético, a

filogenia e a paleobotanica.
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Além, disso, dados da viabilidade do pélen podem ser correlacionados a
anormalidades meidticas e auxiliar na sele¢cdo de material genético, podendo vir a se
tornar uma ferramenta adicional na pesquisa agrondomica (NUNES; BUSTAMANTE;
MITTELMANN, 2012).

Palinologia, termo definido pelos ingleses Hyde & Willians, em 1944,
referia-se aos estudos dos esporos e graos de polen das plantas e suas aplicacdes
praticas (REIS, 2010). No Brasil, pesquisas na area sdo realizadas em espécies
principalmente na regido Centro-Oeste, Sul e Sudeste, ficando o Nordeste em
desvantagem, principalmente devido a escassez de especialistas na area e ao

pouco conhecimento da flora polinica (SILVA, 2007).
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CAPITULO 1- ASPECTOS MORFOLOGICOS DA GERMINACAO E DA
PLANTULA E INFLUENCIA DA LUZ, TEMPERATURA E KNO3; NA GERMINACAO
DE ALFAVACA-CRAVO E ALFAVACA-ROXA

RESUMO

As espécies que compdem o género Ocimum (Lamiaceae), conhecidas como
manjericbes e alfavacas, sdo amplamente utilizadas na medicina popular devido a
producdo de compostos aromaticos com propriedades terapéuticas. A alfavaca-
cravo é um subarbusto ramificado, com tipicas inflorescéncias terminais, produtor de
Oleos essenciais com atividades antifingicas e antimicrobianas. A alfavaca roxa
assemelha-se morfologicamente a alfavaca-cravo, porém, ha instabilidade de sua
coloracdo, que passa de roxo para verde sob condicbes de baixa luminosidade. O
objetivo desse trabalho consiste em estudar os efeitos dos fatores temperatura, luz e
nitrato de potassio (KNO3) em sementes de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa, além de
descrever e ilustrar os caracteres morfologicos da germinacdo e da plantula das
espécies. Os testes foram conduzidos seguindo delineamento inteiramente
casualizado (DIC) dispostos em um arranjo fatorial 2x2x5, sendo duas condi¢cfes de
luminosidade (luz e escuro constante); dois niveis de nitrato de potassio (0%; 0,2%);
e cinco temperaturas (20°C, 25°C, 30°C, 35°C e 20-35°C). As sementes de alfavaca-
cravo sdo fotoblasticas positivas e as da alfavaca-roxa, fotoblasticas positivas
preferenciais. A germinacao ndo excedeu 24%, em todos os tratamentos analisados.
O tratamento 30°C, na luz, promoveu maior porcentagem de germinacdo das
sementes de alfavaca-cravo, independente do KNO3, enquanto para a alfavaca-roxa,
a maior germinabilidade foi verificada a 20-35° C, com KNO3z e no escuro. A
germinacao é do tipo epigea fanerocotiledonar, com emergéncia inicial direta. A raiz
primaria é curta e esbranquicada, os cotilédones séo foliaceos, verdes, pedicelados;
o hipocotilo é robusto e de coloragcédo branca. Os protofilos sdo opostos e simples e

com nervacdo camptodroma.

Palavras-chave: Lamiaceae. Alfavaca. Propagacéo.
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ABSTRACT

Species comprising the genus Ocimum (Lamiaceae), known as alfavacas and basil
are widely used in folk medicine due to its aromatic compounds with therapeutic
properties. Alfavaca-cravo is an ramified shrub with typical terminal inflorescences
that produces essential oils with antimicrobial and antifungal properties. The
morphology of the alfavaca-roxa is similar to alfavaca-cravo, however there is
instability of its purple color, that changes from purple to green under low light
conditions. In this work it was intended to investigate the effects of temperature, light
and KNO3 on the germination of its seeds and characterizing seedling morphology
and seed germination. Experiment was carried out using a completely randomized
design in a 2x2x5 factorial arrangement: two different light expositions; KNO3 (0%
0,2%) and five temperatures. Alfavaca-cravo is positive photoblastic and alfavaca-
roxa, photoblastic preferential. Germination did not exceed 24% in all treatments.
Temperature of 30°C was the best condition for seed germination for alfavaca-cravo
and 20-35°C for alfavaca-roxa with KNO3, darkness. Germination of alfavaca-cravo
and alfavaca-roxa is epigeous. The primary root is short; foliaceous cotyledons;
hypocotyls is robust and white; protophilus are opposite and simple, the venation is

camptodrome.

Keywords: Lamiaceae. Wild basil. Propagation.
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1. INTRODUCAO

As espécies que compdem o género Ocimum (Lamiaceae) sao
conhecidas como manjericdes e alfavacas (BRITO; PEREIRA; AMARAL, 2006). Os
Oleos essenciais produzidos pelas diferentes espécies do género possuem
propriedades terapéuticas, sendo muito utilizados na medicina popular (EFFRAIM;
JACKS; SODIPO, 2001; LORENZI; MATOS, 2008). Ocimum gratissimum L., é
conhecida popularmente como “alfavacao”, “alfavaca”, “alfavaca-cravo” (LORENZI;
MATOS, 2008), e como outras espécies do género, apresenta propriedades
medicinais, destacando-se pela presenca dos compostos eugenol (70-80%) e
geraniol (80-90%) (EFFRAIM; JACKS; SODIPO, 2001).

Quanto a sua morfologia, a alfavaca-cravo possui flores organizadas em
tipicas inflorescéncias terminais, seus frutos séo do tipo esquizocarpo (SOUZA et al.,
2006) contendo sementes pequenas, amarronzadas e ligeiramente alongadas.

A alfavaca-roxa, identificada somente em nivel de género, também é uma
espécie aromatica, cujas folhas sdo simples, arroxeadas na parte adaxial e verdes
na abaxial. O caule € quadrangular e as flores estdo agrupadas em inflorescéncias
de coloracdo roxa, mesma cor do caule. Essa coloracdo sofre variacoes,
dependendo de onde a espécie esteja sendo cultivada. Percebe-se que em baixa
luminosidade, ha instabilidade da cor e as plantas passam da coloracao arroxeada
para verde.

O estudo da germinacdo e dos caracteres morfolégicos das sementes e
plantulas € de grande importancia por contribuir para o conhecimento do processo
reprodutivo de espécies vegetais, podendo auxiliar no esclarecimento de questdes
relativas a taxonomia, filogenia e ecologia (SANTIAGO; PAOLI 1999; FERREIRA et
al., 2001).

A observacao do desenvolvimento da plantula permite diferenciar grupos
taxonbmicos muito semelhantes entre si bem como auxiliar nos trabalhos de
tecnologia de sementes, como testes diretos e indiretos para avaliacdo da
germinacao e vigor das sementes, podendo vir a subsidiar a produ¢cdo de mudas de
espécimes de importancia econémica (AMORIM et al., 2006; COSTA et al., 2006;
PEREIRA, 1988).
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A morfologia de plantulas nos estadios iniciais de desenvolvimento serve de
subsidio para a producdo de mudas, além de ser fundamental para o processo de
estabelecimento das plantas em condi¢des naturais (BELTRATI, 1995).

Além dos aspectos morfolégicos, o estudo da germinacdo é fundamental
para caracterizacao das espécies. Lopes, Pereira e Martins Filho (2002), enfatizam
gue o conhecimento das condi¢cdes adequadas para a germinagao de sementes de
uma espécie € de fundamental importancia, principalmente pelas respostas
diferenciadas que ela pode apresentar devido a diversos fatores, como dorméncia,
condicdbes ambientais (agua, luz, temperatura e oxigénio) e ocorréncia de
patégenos.

Para Bewley e Black (1994) a temperatura influi na germinacgéao,
especialmente por alterar a velocidade de absor¢céo de agua e das reagcfes quimicas
gue desencadeiam o0 processo germinativo. Algumas espécies apresentam maior
germinabilidade em condicdbes de temperaturas alternadas enquanto outras
respondem bem tanto a temperatura constante como a alternada (LIMA;
BORGHETTI; SOUSA, 1997), sendo que a alternancia de temperatura pode estar
relacionada a uma adaptacao as flutuaces naturais do ambiente (BORGES; RENA,
1993; FARON et al., 2004). No campo, as sementes sdo comumente submetidas as
flutuacbes de temperatura (baixas temperaturas noturnas e altas temperaturas
diurnas) (BEZERRA et al., 2006).

A luz, por sua vez, é de fundamental importancia para as plantas pela
acao direta ou indireta na regulacdo do crescimento e desenvolvimento (OLIVEIRA
et al., 2009). De acordo com a sensibilidade a luz, as sementes, basicamente, sédo
classificadas em fotoblasticas positivas, quando h& maior germinacdo na presenca
de luz, fotoblasticas negativas, com maior germinacdo no escuro, ou fotoblasticas
neutras, cuja germinacgao independe da condi¢éo de luz (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000).

De maneira geral pretende-se que as sementes de uma espécie tenham
germinacao rapida e uniforme, o que, muitas vezes, sO se torna possivel com a
utilizacdo de tratamentos adequados. O efeito positivo da adicdo de solu¢cdo aquosa
de nitrato de potassio (KNO3) no substrato de germinacdo é bem registrado na
literatura (FARON et al.,, 2004; GMACH, 2008). O KNO3; € um agente osmatico
inorganico que aumenta a concentragdo da solucdo, diminuindo seu potencial

hidrico, estando incluido no grupo dos produtos quimicos que limitam ou inibem o
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metabolismo respiratério, podendo promover a respiracdo em algumas espécies
(LOPES; CORREA: DIAS, 2008).

GUPTA (2002), utilizando nitrato de potassio em estudos com espécies de
Ocimum, conseguiu a superagao da dorméncia das sementes. Dessa forma, regimes
de temperatura, luz e tratamentos quimicos sédo fatores que afetam a germinacgéo de
sementes (GMACH, 2008) devendo ser conhecidos e estudados para melhor
producdo das espécies de interesse.

Apesar de O. gratissimum ser um arbusto aromético amplamente utilizado
na medicina popular, pesquisas sobre a germinacdo de suas sementes Sao
escassas. Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram estudar os efeitos
dos fatores temperatura, luz e nitrato de potassio (KNO3) em sementes de alfavaca-
cravo e alfavaca-roxa; bem como descrever e ilustrar os caracteres morfologicos da

germinacao e da plantula das espécies.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material botanico e local do experimento

As sementes utilizadas neste estudo foram coletadas durante os meses
de janeiro e fevereiro de 2011, de exemplares de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa
cultivadas na area experimental do Nucleo de Ensino e Pesquisa de Agricultura
Urbana-NEPAU, pertencente ao Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal do Ceara-UFC, campus do Pici (Figura 4).

e —

Figura 4. Cultivo das plantas de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa no NEPAU, UFC.
Fortaleza, CE, 2012.

Exemplares das plantas foram depositados no Herbario Prisco Bezerra da
UFC registradas sob n° 49804 e n° 49805, para Ocimum sp e Ocimum gratissimum,
respectivamente.

As inflorescéncias foram colhidas manualmente, com auxilio de uma
tesoura de poda e posteriormente levadas ao Laboratério de Andlise de Sementes

do Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias/CCA-UFC.
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As inflorescéncias foram colocadas para secar em estufa elétrica a 35°C
por um periodo de 7 dias e desmanchadas manualmente. Apos o beneficiamento, as
sementes foram acondicionadas em recipientes plasticos e mantidas sob

refrigeracéo (6°C-10°C) até a realizagdo dos experimentos.

2.2 Determinacéo do grau de umidade e peso de mil sementes

O grau de umidade foi determinado empregando-se estufa a 105+3°C,
durante 24h, utilizando-se quatro repeticbes de 100 sementes cada. Os resultados
foram expressos em porcentagem de umidade. Para o calculo do peso médio de mil
sementes foram utilizadas oito subamostras de 100 sementes de acordo com as
Regras para Andlises de Sementes (BRASIL, 2009).

2.3 Teste de Germinacao

Pelo fato de as sementes de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa terem
apresentado baixa germinacdo em testes preliminares, utilizando-se agua, optou-se
por testar o nitrato de potassio objetivando estimular a germinacdo das sementes
dos espécimes.

Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes semeadas em placas
de Petri sobre papel de filtro umedecido com &gua destilada na quantidade
correspondente a 2,5 vezes o0 peso do papel, ou solucdo aquosa de nitrato de
potassio (KNO3) a 0,2%, conforme o tratamento.

As contagens da germinacao foram feitas diariamente por um periodo de
28 dias. Foram consideradas germinadas as sementes com emisséo da radicula (no
minimo a metade do comprimento da semente), sendo os resultados expressos em
porcentagem. A luz foi fornecida por lampadas fluorescentes localizadas no interior
das camaras de germinacdo (BOD), enquanto a auséncia de luz foi obtida
envolvendo-se as placas de Petri em papel laminado e, em seguida, em plastico de
polietileno preto; nesse caso, as observacdes foram realizadas sob luz de seguranca
verde (SOUZA; PEREIRA, 1992).
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Os testes de germinacdo foram conduzidos seguindo delineamento
inteiramente casualizado (DIC) dispostos em um arranjo fatorial 2x2x5, sendo duas
condicbes de luminosidade: luz (luz/12h e escuro/12h) e escuro constante; dois
niveis de nitrato de potassio (0%; 0,2%); e cinco temperaturas: 20°C, 25°C, 30°C,
35°C e 20-35°C.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, verificando-se a
significancia dos fatores e suas interacdes, e as comparacfes das médias foram
feitas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa SISVAR
(FERREIRA, 2000).

2.4 Morfologia da germinacgéo e plantula

Ao mesmo tempo em que se desenvolvia o teste de germinacado, outro
experimento foi instalado para o estudo dos aspectos morfolégicos da germinacéo e
do crescimento da plantula. Foram utilizadas quatro subamostras de 25 sementes
selecionadas ao acaso de um mesmo lote e semeadas em placas de Petri sobre
papel de filtro umedecido com agua destilada; em seguida foram colocadas em
camara de germinacdo (BOD), a temperatura de 30°C, avaliando-se a cada 24h,
durante 28 dias. O substrato foi umedecido com agua destilada, quando necessario
utilizando-se uma pisseta.

Os aspectos analisados foram a protrusdo da radicula, raiz primaria,
hipocoatilo, epicotilo e plumula.

Para acompanhar o desenvolvimento da plantula, foram retiradas de cada
lote 200 sementes distribuidas em 4 repeticbes de 50, colocadas em bandejas entre
substrato areia, sendo o crescimento das plantulas ocorrendo em casa de vegetacao
com irrigacao intermitente.

A andlise descritiva foi realizada a partir de plantulas que se apresentaram
mais vigorosas e destas, apenas uma foi utilizada para ilustracdo. Os elementos
vegetativos observados e descritos foram raiz (eixo principal e ramificaces laterais),
colo, hipocdétilo, cotilédones, epicétilo, caule jovem, protofilos, gema apical,
utilizando-se para a descricdo literatura que verse sobre morfologia e
desenvolvimento de plantulas (AMORIM et al., 2006; BARROSO et al., 1999;
BELTRATI, 1995; COSMO et al., 2009; COSTA et al.,, 2006; FERRI et al 1981;
LEONHARDT et al., 2008; SOUZA, 2009; VIDAL; VIDAL, 1995).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a alfavaca-cravo o grau de umidade do lote utilizado para a
realizacéo dos trabalhos foi de 10,9% e o peso de mil sementes, 0,58g. Por sua vez,
as sementes de alfavaca-roxa apresentaram grau de umidade de 13,6% e peso de
mil sementes 0,26g (Tabela 1). Constata-se que o peso de mil sementes de

alfavaca-cravo superou em 2,2 vezes o calculado para a alfavaca-roxa.

Tabela 1. Grau de umidade e peso de mil sementes de alfavaca-cravo e alfavaca-
roxa

Espécimes Umidade (%) Peso de mil sementes
(9)

Alfavaca-cravo 10,9 0,58

Alfavaca-roxa 13,6 0,26

Martins (2006) obteve para O. gratissimum 8,28% de umidade e um valor
meédio de 0,51g para o peso de mil sementes, valores semelhantes aos encontrados
nesse estudo para a espécie. Lima, Athanazio e Bellettini (2006) estudando
germinacado e vigor de alfavaca-cravo, trabalharam com lotes de sementes da
espécie que apresentaram grau de umidade inicial variando de 7,0 a 8,4% enquanto
Costa et al. (2010) obtiveram para O. selloi, peso de mil sementes de 1,34 com 7,3%
de umidade.

Amaro et al. (2012) obtiveram 9,3% de umidade para sementes de O.
basilicum, valor este dentro do padrdo considerado ideal para a colheita e
armazenamento de sementes de espécies consideradas ortodoxas, como € 0 caso

da espécie estudada pelos autores.

3.1 Influéncia da temperatura, luz e do KNO3

Os resultados do efeito da temperatura, luz e do nitrato de potassio

(KNO3) na germinacdo das sementes de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa, estdo

apresentados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 2. Médias de porcentagem de germinacdo de sementes de alfavaca-cravo na
interacao entre luz alternada e escuro constante, KNO3 e temperatura.

Luz (12h/12h) Escuro
Temperatura KNOs3 (%) KNOs (%)

0,2) (0) (0,2) (0)
20°C 0cA 0cA 0aA 0aA
25°C 20 aA 18,5 abA OaB OaB
30°C 23 aA 23 aA 0 aB 0 aB
35°C 12,5 bA 5,5cB 0 aB 0 aB
20- 35°C 10 bA 13 bA 0 aB 0 aB

Médias seguidas por mesma letra, mindsculas nas colunas e maiusculas nas linhas nao diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 3. Médias de porcentagem de germinacao de sementes de alfavaca-roxa na
interacdo entre luz alternada e escuro constante, KNO3 e temperatura.

Luz (12h/12h) Escuro
Temperatura KNOs; (%) KNOs (%)

(0,2) (0) (0,2) (0)
20°C 7bB 22,5aA ObC 5,5abC
25°C 20aA 9bB ObC ObC
30°C 11,5abA 9,5bA ObB 9abA
35°C 13abA 11bA ObB ObB
20- 35°C 16,5abA 17,5abA 24aA 12,5aB

~ Médias seguidas pdr mesma letra, mintsculas nas colunas e maitsculas nas linhas, ndo diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Houve baixa porcentagem de germinacdo das sementes em todos 0s
tratamentos, ndo excedendo 24%.

Em condi¢cdes de luminosidade, a temperatura de 30°C promoveu
porcentagens de germinacdo das sementes de alfavaca-cravo superiores aos
tratamentos com 20°C, 35°C, 20-35°C, com ou sem KNOg3; ndo diferiu, entretanto,
dos resultados obtidos no tratamento térmico de 25°C (Tabela 2).

Sousa (2002), em estudos com alfavaca-cravo, observou que
temperaturas de 25 e 30°C mostraram-se favoraveis a germinagéo da espécie, com

porcentagens acima de 40%.
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Lima et al. (2011) constataram que o teste de germinacdo conduzido a
30°C apresentou as maiores médias, a maior alcancando 67% de sementes
germinadas, comprovando que as sementes da alfavaca-cravo séo estimuladas a
germinar sob temperaturas elevadas.

Factor et al. (2008), verificaram que as maiores reducdes de
germinabilidade de alfavaca-cravo estdo associadas as condi¢ces de 20°C e 20-
25°C. Sob condi¢des de luz, os melhores valores de germinabilidade foram em 30°
C e 20-30° C. A germinabilidade ndo excedeu 55%. Na auséncia de luz as sementes
nao germinaram sob temperaturas constantes, entretanto sob temperaturas
alternadas houve germinacéo, apesar de reduzida quando comparada com a das
sementes submetidas a luz; e em temperaturas alternadas a germinacdo foi de
aproximadamente 10%.

O fato de a espécie apresentar germinabilidade maior sob temperaturas
elevadas esta de acordo com as condi¢des climaticas predominantes nas regides
geograficas de onde O. gratissimum € originaria (MARTINS et al., 2008). Os autores
também constataram que sob condi¢cdes de luminosidade, a temperatura de 30°C
promoveu altas taxas de germinacdo, entretanto, diferentemente do presente
trabalho, aumento da germinabilidade também foi conseguido com temperatura
alternada.

Lima et al. (2007) trabalhando com outra espécie do género Ocimum (O.
basilicum), verificaram que a temperatura de 30°C € a mais indicada para a
germinacao das sementes dessa espécie.

Temperaturas altas, tais como 35°C, geralmente restringem a
germinacdo, provavelmente por provocar alteracbes enzimaticas, ou pela
insolubilidade do oxigénio a essa temperatura, o que acelera o processo respiratorio
das sementes (MARCOS FILHO, 1996). Nao s6 temperaturas altas podem reduzir a
germinacao; nesse estudo, as sementes de alfavaca-cravo, quando submetidas ao
tratamento de 20°C independente da pré-embebicdo em KNO3 (0% e 0,2%), néo
germinaram; bem como ndo houve germinacdo no escuro, independente das
temperaturas utilizadas, o que as classifica como fotoblasticas positivas, o que esta
de acordo com o trabalho de Sousa (2002), que também classifica a espécie como

fotoblastica positiva.
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J4, em estudos de Martins et al. (2008), os autores verificaram que as
sementes de alfavaca-cravo s&o fotoblasticas positivas preferenciais, nao
germinando sob escuro continuo em temperaturas constantes. Segundo os autores,
em temperaturas alternadas a germinacao de sementes de alfavaca-cravo ficou em
torno de 10%, e baixas taxas de germinacao ocorreram a 20°C e 15-25°C.

Costa et al (2010) verificaram para sementes de O. selloi porcentagem de
germinacao superior a 90% em ampla faixa de temperatura (20 a 30°C), indiferente a
presenca de luz, classificando assim a espécie como fotoblastica neutra. Porém, a
35°C a germinacao ficou em 38% na presenca de luz e nula na auséncia de luz.

Lima et al. (2007) afirmam que as sementes de O. basilicum dependem
da luz para germinar, sendo, portanto fotoblasticas positivas.

Para a alfavaca-cravo, a interacdo entre a luz e o nitrato de potassio foi
significativa apenas na temperatura de 35°C, onde a germinabilidade foi mais baixa
ainda na auséncia de KNOj3; (Tabela 2). Ja no ensaio com a alfava-roxa em
temperatura alternada de 20-35°C, a aplicacdo do nitrato aumentou a porcentagem
de germinacdo no escuro, inclusive, alcancando a maior porcentagem de
germinacdo entre todos os tratamentos. Na luz, a 25°C, o nitrato aumentou a
germinacao das sementes enquanto agiu como inibitorio a 20°C (Tabela 3).

Alfavaca-roxa pode ser classificada como fotoblastica positiva
preferencial. Quanto ao efeito da interacdo de luz e nitrato de potassio na
germinacdo de sementes, lkeda et al. (2004) trabalhando com o mentrasto
(Ageratum conizoydes L) verificaram que a interacdo entre nitrato de potassio (KNO3;
0,2%) e a luz nas temperaturas constante e alternada foi significativa para a
germinacao da espécie. Na temperatura constante de 25°C verificou-se que o nitrato
inibiu a germinacdo na condicdo de escuro enguanto no ensaio com temperatura
alternada, na presenca da luz, a aplicacdo de KNO3; aumentou a porcentagem de
germinacao.

Apesar de KNOjz; em alguns casos, substituir a luz em espécies
fotoblasticas positivas (FARON et al., 2004; SILVA, GUIMARAES, YAMASHITA,
2009), ndo estimulou a germinacdo de sementes de mentrasto, resultado

semelhante ao relatado nesse estudo para alfavaca-cravo.
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3.2 Morfologia da germinacé&o e plantula

A Figura 5 apresenta o desenvolvimento pés-seminal de alfavaca-cravo e
a Figura 7, o desenvolvimento de alfavaca-roxa. A germinacdo das espécies é do
tipo epigea fanerocotiledonar, com emergéncia inicial direta. O processo da
germinacdo tem inicio com o surgimento da radicula cerca de 4 dias apos a
semeadura (Figura 5a, 7a). A raiz primaria possui coloracdo esbranquicada, € curta,
curva e tem o apice pontiagudo; posteriormente alonga-se e adquire a coloracao
amarronzada.

Os cotilédones sado epigeos, foliaceos, verdes, pedicelados, limbo
basicamente inteiro. As sementes recém-germinadas de alfavaca-cravo e alfavaca-
roxa sao bastante semelhantes, porém as folhas cotiledonares da alfavaca-cravo
sdo mais arredondados enquanto os da alfavaca-roxa séo ligeiramente alongados
(Figura 6). O hipocadtilo das plantulas, de inicio é robusto e depois se alonga
mantendo a coloragéo branca, sendo longos em relacéo ao epicétilo (Figura 5b, 7b).

O primeiro par de protofilos surge em torno de 20 dias ap0s a semeadura,
apresentando-se opostos e simples (Figura 5f, Figura 7e). O surgimento do primeiro
par de protéfilos de alfavaca-roxa é ligeiramente mais demorado. As margens do
protofilo sdo levemente serreadas e a nervacdo é pinada, camptodroma nas
plantulas dos dois espécimes.

A plantula apresenta sistema radicular axial ou pivotante; as raizes
secundarias sdo delgadas, distribuidas irregularmente e menores que a raiz

primaria.
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Figura 5. Estagios de germinacéo e desenvolvimento da plantula de Alfavaca-cravo.
Legenda: (a) protrusédo da radicula. 5 DAS (b, c, d) cotilédones livres (e, f) plantula
apresentando primeiro e segundo par de protéfilos; 28 DAS.

DAS: dias apds a semeadura. Barra 4mm. Fortaleza, CE, 2012.

Figura 6. Semente e plantula. Legenda: (a) Alfavaca-cravo; (b) Alfavaca-roxa.
Fortaleza, CE, 2012.
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Figura 7. Estagios de germinacdo e desenvolvimento da plantula de Ocimum sp.
Legenda: (a) protrusdo da radicula, 4 DAS (b, c) cotilédones livres; (d) plantula com
primeiro par de protdfilos (28 DAS) (e) plantula apresentando primeiro e segundo par
de protofilos. DAS: dias ap0s a semeadura. Barra: 1mm. Fortaleza, CE, 2012.
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4. CONCLUSOES

- Houve diferencas entre as respostas a luz, temperatura e KNO3 para as duas
espécies, sendo alfavaca-cravo fotoblastica positiva e a alfavaca-roxa positiva
preferencial,

- Constatou-se baixa porcentagem de germinagcao das sementes de alfavaca-cravo e
alfavaca-roxa em todos os tratamentos, ndao excedendo 24%;

- A germinacdo de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa €é do tipo epigea

fanerocotiledonar, com emergéncia inicial direta.
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CAPITULO 2- CRESCIMENTO DE ALFAVACA-CRAVO E ALFAVACA-ROXA
CULTIVADAS EM PLENO SOL E AMBIENTE PROTEGIDO

RESUMO

O crescimento das plantas pode ser acompanhado ao longo do tempo, através da
determinacdo de varidveis como matéria seca e area foliar, visto que esse
crescimento deve-se ao aumento da matéria seca a partir da conversdo de
substancias inorganicas simples em substancias organicas, pelo processo da
fotossintese. A partir dos dados de crescimento podem ser desenvolvidas técnicas
de manejo das espécies, ou pode-se estimar as causas da variacdo do crescimento
entre plantas que crescem em diferentes ambientes. Para avaliar as caracteristicas
de crescimento das plantas de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa em diferentes
ambientes de cultivo: pleno sol (0% sombra) e ambiente protegido (50% de sombra),
foi realizado um experimento com duragdo de 90 dias, utilizando delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticdbes e duas plantas por repeticdo. As
variaveis analisadas foram: didmetro do caule, altura, n° de folhas, area foliar,
comprimento da raiz e massa da matéria seca. As plantas das duas espécies

apresentaram maior producao de biomassa em condicao de pleno sol.

Palavras-chave: Planta Medicinal. Matéria Seca. Sombreamento.
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ABSTRACT

Plant growth can be monitored over time determined by variables such as dry matter
and leaf area, since this growth is due increased dry matter from inorganic
substances which are converted into organic substances by the photosynthesis.
Growth data can be used to develop techniques for management of the species or
estimated causes the variation in the different environments. To evaluate the growth
characteristics of medicinal plants O. gratissimum L. and Ocimum sp in different
environmental conditions (0% shade, 50% shade), an experiment was performed
with duration of 90 days, using a randomized design with four replications and two
plants per replicate. In this experiment were analyzed: stem diameter, height, number
of leaves, leaf area, root length, dry weight. Ocimum gratissimum and Ocimum sp

had higher biomass production in the external environment (0% shade).

Keywords: Medicinal Plant. Dry Matter. Shade.
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1. INTRODUCAO

O género Ocimum pertence a familia Lamiaceae, cujos membros séo
principalmente herbaceas e arbustos, possuindo caules tetrangulares, folhas
simples, opostas e cruzadas. O célice é fusionado em forma de sino ou cone,
algumas vezes bilabiadas, enquanto as pétalas pentdmeras séo fusionadas. O fruto
é do tipo aquénio com uma semente (BRITO, 2009).

Ocimum gratissimum, ou alfavaca-cravo, € comumente empregada como
anestésico, no tratamento de gripes, tosses, irritacdes da garganta, podendo ser
usada também como inseticida (OGENDO et al., 2008), nematicida e antimicrobiano
(EFFRAIM; JACKS; SODIPO, 2001).

Observa-se que algumas variedades de alfavaca apresentam variacao de
cor. No caso da alfavaca-roxa (Ocimum sp), essa coloracdo sofre variacoes,
dependendo de onde a espécie esteja sendo cultivada.

Estudos demonstram que os fatores ambientais podem influenciar a
producdo de compostos pelas plantas (BRANT et al., 2009; COSTA et al., 2010;
GOBBO-NETO; LOPES, 2007; LIMA et al., 2011). Sales et al. (2009) constataram
gue o ambiente sombreado proporcionou menor acumulo de fitomassa seca de
folhas e ramos de hortela-do-campo (Hyptis marrubioides). Da mesma forma, para a
espécie medicinal Achillea millefolium L. o sombreamento reduziu o acumulo de
massa seca da parte aérea, caule, folhas e flores da espécie (LIMA et al., 2011).

Por outro lado, Brant et al (2009), observaram alta producdo de biomassa
seca de folhas de erva- cidreira (Melissa officinalis) cultivadas na sombra, mostrando
gue o sombreamento foi benéfico em relacdo as plantas cultivadas a pleno sol.

A partir dos dados de crescimento podem ser desenvolvidas técnicas de
manejo das espécies, ou pode-se estimar, de forma precisa, as causas da variacao
do crescimento entre plantas geneticamente diversas ou que crescem em diferentes
ambientes (PERINI et al., 2011).

Lima et al. (2011) afirmam que a analise de crescimento ainda é o meio
mais simples e preciso para o estudo de variacdo entre plantas. Dessa forma, é
importante considerar os fatores ambientais no cultivo de plantas visando obter
informacBes sobre as condicdes que favorecam uma maior produtividade e

qualidade do produto.
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Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi analisar o efeito da
luminosidade (pleno sol e 50% sombra) na biomassa de alfavaca-cravo e alfavaca-

roxa cultivadas em dois ambientes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material botanico e descricdo do local do experimento

As sementes utilizadas neste estudo foram coletadas durante 0os meses
de janeiro e fevereiro de 2011, de exemplares de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa
cultivadas na area experimental do Nucleo de Ensino e Pesquisa de Agricultura
Urbana (NEPAU), localizado no Campus do Pici, da Universidade Federal do Ceara
(UFC), Fortaleza-CE.

O clima da regido, segundo a classificacdo de Kdppen enquadra-se no
tipo tropical Aw, com chuvas de verdo e outono, caracterizado por um periodo
guente durante o ano inteiro com precipitacbes médias anuais irregulares. As
temperaturas mais elevadas sdo apresentadas nos meses de novembro e
dezembro, enquanto a mais baixa ocorre normalmente no inicio da estagédo seca,
geralmente em julho. As chuvas ocorrem no periodo de janeiro a junho, podendo
prolongar-se até agosto, com maximas em marco e abril (QUEIROZ, 2003).

As inflorescéncias foram colhidas manualmente, com auxilio de uma
tesoura de poda e posteriormente levadas ao Laboratorio de Anéalise de Sementes
da UFC. As inflorescéncias foram colocadas para secar em estufa elétrica a 35°C
até peso constante, por um periodo de 7 dias, e desmanchadas manualmente. Apos
o0 beneficiamento, as sementes foram acondicionadas em recipientes plasticos e
mantidas sob refrigeracdo (6-10°C) até a realizacdo dos experimentos.

As condicdes climaticas do local foram monitoradas ao longo da conducéo
do experimento, sendo os dados meteoroldégicos obtidos junto a Estacdo
Meteoroldgica da Fundacdo Cearense de Meteorologia (FUNCEME), no Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceard, localizada na latitude 3° 44" S
e na longitude 38° 33" W, na altitude de 19,5m. Durante o periodo de experimento, a
temperatura maxima alcancou 30,3°C, a média, 26,7°C e a minima, 22,7°C. A

umidade relativa do ar teve maxima de 95%, média, 80,3% e a minima, 62,1%.



95

2.2 Producéao das mudas

As mudas foram produzidas em casa de vegetacdo do Laboratério de
Andlise de Sementes, no Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara, em
Fortaleza-CE. A semeadura em bandejas plasticas foi feita no dia 18 de marco de
2011, semeando-se a lanco 2g de sementes de cada espécime. O substrato foi
regado com solucao de nitrato de potassio (KNO3z) em uma concentracdo de 0,2%

com o objetivo de acelerar a germinacao.

2.3 Transplantio

Apés 20 dias de semeadura (7/4/2011), quando as plantulas
apresentavam duas folhas definitivas, foi realizado o transplantio para bandejas de
isopor com 72 células com volume de 30 cm? por célula, sendo submetidas a duas
irrigacdes diarias. As mudas apresentaram excelente sobrevivéncia, ndo havendo
perdas por morte dos individuos.

Ao apresentarem 4 a 6 folhas, no dia 25 de abril de 2011, as mudas foram
transplantadas para o local definitivo, recipientes plasticos de 12 litros e se
desenvolveram em dois ambientes de cultivo: em casa de vegetacdo (com telado de
50% de sombreamento) e ambiente externo (0% de sombreamento). O substrato era
composto por areia, vermiculita, solo e hiumus de minhoca na proporcao 1:1:1:1, cuja

analise fisico-quimica encontra-se apresentada abaixo.

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas do substrato utilizado no experimento.
UFC/ Fortaleza, CE, 2012.

Determinagdes

pH P K Na Ca Mg H+Al Al C N MO V

O T — g kg™ (%)
78 410 0,32 006 202 024 000 0,00 2046 1,93 3527 100

Analise realizada no Departamento de Ciéncias do Solo. UFC, Fortaleza, CE, 2011

As plantas foram irrigadas duas vezes ao dia, ndo sendo necessario

utilizar adubacéo adicional, nem produtos para controle de pragas e doencas.
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2.3.1 Teste de irradiancia

Foi realizada a medicao da radiacdo solar ao longo do periodo diurno, no
interior da casa de vegetacdo e no ambiente externo a ela. A intensidade luminosa
(em lux) nas quatro repeticdes de cada tratamento foram medidas a cada hora das 6
horas as 18 horas através de luximetro digital marca Icel, modelo LD-510. Os dados
registrados em lux foram transformados em radiagdo fotossinteticamente ativa

(RFA), obtida em pmol m™?s™, por meio do fator de conversdo 0,018 (Figura 8).
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Figura 8. Comportamento diario da radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) nos
dois tratamentos estudados, na area do experimento. Pleno Sol (-¢-); 50% sombra (-

°-).

2.3.2 Determinac0es efetuadas durante o periodo do experimento

O experimento teve duracao de 90 dias, com a primeira coleta de material
vegetal no dia do transplantio para os vasos de 12 L, procedendo-se nova coleta a
cada 15 dias, totalizando 7 coletas (Do 25/04/11; D35 09/05/11; D3o 23/05/11; Dys
06/06/11; Dgp 20/06/11; D75 04/07/11; Dgo 18/07/11).

As plantas foram colhidas pela manha, sempre no mesmo horério, onde
foram feitas as medicdes e observacfes. Para a obtencdo da matéria seca, as
plantas foram separadas em folhas (folhas e inflorescéncias, na ocasido da
floracdo), caule e raizes e a secagem foi realizada em estufa, a uma temperatura de

80°C, até peso constante.



97

Foram avaliadas as seguintes variaveis:

a) Diametro do caule: utilizando-se paquimetro tomando-se a medida da base do
caule das plantas amostradas, em milimetros;

b) Altura da planta: foram medidas as alturas, em centimetros, através de fita
meétrica, tomando-se a distancia entre o colo da planta e a folha mais alta;

c) Numero de folhas por planta: fazendo-se a contagem do numero de folhas
das plantas amostradas;

d) Area foliar: obtida através de integrador de area foliar modelo LI- 3100, marca
Li-Cor; folhas completamente expandidas foram coletadas e levadas ao
laboratério e tiveram as imagens digitalizadas e as &areas calculadas em cm?;

e) Comprimento da raiz, em centimetros, atraves de fita métrica;

f) Peso da matéria seca: as folhas (folhas e inflorescéncias, por ocasido da
floragéo), caules, raizes foram cortados e levados ao laboratorio onde o
material foi submetido a secagem em estufa a 80° C até peso constante e

posterior pesagem em balanca analitica de preciséao (0,001g).
2.3.3 Anédlise Estatistica

O experimento foi instalado em esquema de parcela subdividida no
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeti¢cdes, duas plantas
por repeticdo. As parcelas foram constituidas pelos niveis de sombreamento (0 e
50%) e as subparcelas foram formadas por avaliagbes aos: 0; 15; 30; 45; 60; 75 e
90 dias ap6s o transplantio (DAT).

Os dados foram submetidos a andlise de regressdo ajustados em
equacdes quadraticas. Para os testes estatisticos foi utilizado o programa SISVAR
(FERREIRA, 2000).
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Os resultados da analise de variancia dos efeitos da luminosidade (pleno

sol; 50% sombra) e idade da planta (0; 15; 30; 45; 60; 75; 90) em alfavaca-cravo e

alfavaca-roxa estdo apresentados nas tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela 5. Quadrados médios das variaveis diametro do caule, altura, nimero de
folhas, comprimento da raiz, area foliar, massa seca do caule, das folhas e da raiz

de alfavaca-cravo, em funcéo de luminosidade e idade. Fortaleza, Ceard, 2012.

QM
Fonte de ,
aracko G pamens At (NS0 SN0 earoi £ F T
'(f)mi“OSidade 1 50,16*  52,07* 12183,50* 522,16 3743080,07* 297,16* 168,01* 20,64*
Residuo (@ 6 0,54 3579 26445 7,35 15392394 2,97 225 0,22
dade (1) 6  92,02* 0404,32* 22546,60* 658*  15007384,86* 29582* 184,90 26,66*
Interacdo LxI 6  4,41* 303,23 1637,04* 56,41*  433097,07*  53,86* 22,72* 3,93*
Residuo (B) 36 0,56 50,47 197,53 11,49  148529,84 4,17 1,89 0,44
CV 1 (%) 1499 1281 30,75 14,12 26,14 3561 32,73 33,29
CV 2 (%) 1537 1521 26,57  17.66 25,67 42,84 29,99 46,87

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste F

Tabela 6. Quadrados médios das variaveis diametro do caule, altura, nimero de
folhas, comprimento da raiz, area foliar, massa seca do caule, das folhas e da raiz
de alfavaca-roxa, em funcéo de luminosidade e idade. Fortaleza, Ceara, 2012.

QM

Fonte de i

Variagao Diametro  Altura dlzuFT) ﬁ:gs Cs;?f' Area Foliar CPaejI?a FZT;;)S I;zsi;)
'(Smi“OSidade 1 90,01*  44578* 8729501* 434,57 23141571,44* 624,44* 208,28* 27,16*
Residuo (a) 6 018 3451 644,82 946  140161,30* 477 104 0,08
Idade (1) 6 91,51 11910,05 48341,98* 364,68* 11521567,05% 288,65% 77,57* 12,82*
Interacdo Lxl 6 8,35 205,86 1610505 57,27+  3891467,07 155,15* 36,07* 5,16*
Residuo () 36 0,15 5351 53450 4,78 108176,23 340 053 0,20

CV 1 (%) 8,21 11,27 32,28 21,06 29,59 4452 33,32 28,36

CV 2 (%) 7,57 14,03 29,39 14,97 25,99 37,57 23,79 42,49

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste F
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Houve interacdo significativa para todas as varidveis analisadas de
alfavaca-cravo e alfavaca-roxa, podendo-se observar nas Figuras 9 a 16 que a
regressao quadratica explicou o crescimento das plantas nos dois ambientes,
evidenciando, de modo geral, melhor desempenho dos espécimes crescidos em
pleno sol em comparagdo ao ambiente sombreado, no periodo avaliado.

Quanto ao diametro do caule de alfavaca-cravo, os valores apresentam-
se maiores quando as plantas cresceram em pleno sol em comparacdo ao ambiente
sombreado, alcancando, aos 90 dias, valor médio de 10,7mm no desenvolvimento
em pleno sol enquanto alcangou 8,26mm de diametro quando cultivada em ambiente
protegido (Figura 9a). Da mesma forma, alfavaca-roxa apresentou valores médios do
diametro do caule maiores na condicdo de sol, sendo que aos 90 dias atingiu a
média de 11,5mm contra apenas 6,52mm em casa de vegetacdo (Figura 9b). As
espécies cultivadas em casa de vegetacao apresentavam morfologicamente caules
finos, aparentando fragilidade, alguns, inclusive, tendo que ser apoiados por
escoras.

Esses resultados estédo de acordo com os estudos de Factor et al. (2008)
gue observaram que plantas de O. gratissimum cultivadas em pleno sol
apresentaram maior diametro do colo que as plantas cultivadas em local sombreado
(50% de sombra por malha preta), evidenciando que a reducéo da intensidade de
luz, sem a alteracdo da qualidade espectral, proporciona plantas de caule mais fino
em comparacao as plantas desenvolvidas em sol pleno.

Da mesma forma, em estudos com horteld-do-campo (Hyptis
marrubioides), Sales et al. (2009) observaram que o diametro do caule das plantas
foi menor no ambiente com baixa irradiacdo luminosa. O diametro pode ser um bom
indicador da capacidade assimilatoria liquida da planta (NAVES, 1993 citado por
SALES et al., 2009).
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Figura 9. Diametro do caule de plantas de alfavaca-cravo (a) e alfavaca-roxa (b) nos
tratamentos luminosidade (0%; 50%) nas idades (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90).
Fortaleza, CE, 2012.



101

A variagdo da altura das plantas cultivadas em diferentes ambientes em
fungéo das idades pode ser observada na Figura 10. Em local sombreado, houve
maior crescimento das plantas de alfavaca-cravo em altura a partir de 60 dias apés o
transplantio, atingindo aos 90 dias, 99,5cm contra 85,87cm das plantas cultivadas
em pleno sol (Figura 10a). J4 a alfavaca-roxa mostrou maiores médias da altura nas
plantas cultivadas em pleno sol, atingindo 95,0cm, quando comparada com o
tratamento 50% sombra, que foi de 91,75cm (Figura 10b).

Conforme Carvalho et al. (2006), plantas que se desenvolvem em locais
sombreados apresentam maior altura em relacéo as plantas que crescem em pleno
sol, sendo esse estimulo do crescimento uma resposta rapida ao sombreamento. De
acordo com Taiz e Zeiger (2004), o alongamento do caule seria uma resposta da
planta para evitar a sombra, mediada pelo fitocromo. Observa-se que o
comportamento de maior crescimento do caule da alfavaca-cravo em local
sombreado, no presente trabalho, deu-se apenas a partir de 60 dias apds o
transplantio.

Fernandes (2012) observou que plantas de alfavaca-cravo ao serem
cultivadas em ambiente sombreado apresentaram maior crescimento em altura do
gue as plantas em pleno sol, enquanto Lima et al. (2011), trabalhando com a planta
medicinal Achillea millefolium L. mostraram que o crescimento da espécie foi maior
sob luz plena, enquanto o sombreamento provocou uma menor producdo da
biomassa.

Sales et al. (2009) constataram que plantas de hortela-do-campo (Hyptis
marrubioides), quando cultivadas em pleno sol, apresentaram menor altura devido a
um maior investimento fotossintético na producdo de ramos. Por sua vez, Costa et
al. (2010) em estudos com Ocimum selloi, obtiveram maior crescimento em altura
em plantas que se desenvolveram em locais sombreados, enquanto o maior

acumulo de biomassa seca ocorreram ha condicdo de pleno sol.
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Figura 10. Altura de plantas de alfavaca-cravo (a) e alfavaca-roxa (b) nos
tratamentos luminosidade (0%; 50%) nas idades (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90).
Fortaleza, CE, 2012.
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Em relacgdo ao numero de folhas, as plantas de alfavaca que
apresentaram maior numero, foram aquelas cultivadas em pleno sol. Pode-se
observar que no tempo Dgy, ha uma média de 166,25 folhas e 113,25 folhas em
plantas de alfavaca-cravo cultivadas em pleno sol e 50% sombra, respectivamente;
para alfavaca-roxa, enquanto o numero de folhas das plantas cultivadas em
ambiente protegido foi de 86,75 folhas, alcangou valor de 309,0 folhas em ambiente

em pleno sol, consistindo em um aumento de 3,5 vezes (Figura 11).
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Figura 11. N° de folhas de plantas de alfavaca-cravo (a) e alfavaca-roxa (b) nos
tratamentos luminosidade (0%; 50%) nas idades (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90).
Fortaleza, CE, 2012.
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Quanto a érea foliar, os maiores valores foram observados nas plantas
cultivadas em pleno sol, sendo uma média de 3790,5cm’ para alfavaca-cravo e
4414,0cm? para alfavaca-roxa, sendo que essa Ultima apresentou 0s menores

valores em casa de vegetacdo, sendo a média de 1172,75cm? (Figura 12).
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Figura 12. Area foliar (cm?) de plantas de alfavaca-cravo (a) e alfavaca-roxa (b) nos
tratamentos luminosidade (0%; 50%) nas idades (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90).
Fortaleza, CE, 2012.
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A determinacdo da area foliar € importante, pois as folhas sé&o
responsaveis pela captacado da energia solar e transformagdo em matéria organica
pelo processo da fotossintese (BARREIRO et al. 2006), sendo relevante em estudos
gue envolvam crescimento (NORMAN; CAMPBEL, 1989). E ainda, o aumento da
area foliar propicia um aumento na capacidade da planta em aproveitar a energia
luminosa para a fotossintese e, desta forma, pode ser utilizado para avaliar a
produtividade (LUCCHESI, 1987).

Quanto ao comprimento da raiz, para a alfavaca-cravo, o valor maximo foi
aos 90 dias apds o transplantio, atingindo 34,0cm, em plantas em pleno sol, e em
comparacao, em ambiente 50% sombra, foi de 23,75cm (Figura 13a). Alfavaca-roxa,
por sua vez, alcangou 31,25cm, em pleno sol. E em casa de vegetacédo, atingiu
15,75cm, aos 90 dias (Figura 13b).
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Figura 13. Comprimento da raiz de plantas de alfavaca-cravo (a) e alfavaca-roxa (b)
nos tratamentos luminosidade (0%; 50%) nas idades (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90).
Fortaleza, CE, 2012.
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De acordo com o modelo de regresséo ajustado para a matéria seca do
caule, pode-se observar na Figura 14, que as espécies apresentaram
comportamento semelhante, sendo que os maiores valores sdo observados, no
periodo do experimento, na condicdo de pleno sol, onde o peso seco do caule de

alfavaca-cravo foi de 22,5 g e de alfavaca-roxa, 26,25 g.
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Figura 14. Peso seco do caule de plantas de alfavaca-cravo (a) e alfavaca-roxa (b)
nos tratamentos luminosidade (0%; 50%) nas idades (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90).
Fortaleza, CE, 2012.
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Em casa de vegetacdo, os valores médios do peso seco foram muito
baixos, 8,75 g para a alfavaca-cravo e 4,0 g para a alfavaca-roxa. A reducéo da
intensidade luminosa pode, muitas vezes, ficar abaixo do ponto de saturacao
luminosa, reduzindo o processo fotossintético e, com isso, a producédo de biomassa
seca (LOPES et al.,1986 citado por GOMES et al., 2011).

A seguir estdo apresentados os valores para o0 peso seco das folhas,
onde se constata mais uma vez, que as plantas obtiveram maior massa seca quando
cultivadas em pleno sol, estando de acordo com Gomes et al. (2011), que obtiveram
para melissa (Melissa officinalis) no tratamento em pleno sol, valores 2,75 vezes
maiores quando comparado ao tratamento em que as plantas cresceram em
ambiente sombreado a 75%. As amostras de alfavaca-cravo crescidas em pleno sol
apresentaram biomassa de 16,25 g; a alfavaca-roxa apresentou 12,25 g; em casa de
vegetacao, os pesos secos foram de 8,0 g para a alfavaca-cravo e 2,0 g para a

alfavaca-roxa (Figura 15).



18
16
14
12
10

Peso seco das folhas (g)

O N B~ O

18
16
14
12
10

Peso seco folhas (g)

O N b O

109

@ 0% sombra

50% sombra

Idade

(@)

90

@ 0% sombra

50% sombra

Idade

(b)

Figura 15. Peso seco das folhas de plantas de alfavaca-cravo (a) e alfavaca-roxa (b)
nos tratamentos luminosidade (0%; 50%) nas idades (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90).
Fortaleza, CE, 2012.
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O peso seco das raizes das espécies esta apresentado na Figura 16.
Foram observados maiores médias dessa variavel nas plantas cultivadas em pleno
sol, o que esta de acordo com o trabalho de Factor et al. (2008), cujas plantas de O.
gratissimum em pleno sol obtiveram maiores ganhos de massa seca da raiz. Os
autores afirmam que a alocacdo de matéria seca para as raizes ocorre
preferencialmente em funcdo da intensidade luminosa.

Nas plantas cultivadas em pleno sol, as médias foram 6,0 g e 5,0 g, para
alfavaca-cravo e alfavaca-roxa, respectivamente; em casa de vegetacao, 2,75 g para
alfavaca-cravo e apenas 1,0 g para alfavaca-roxa.

Sousa (2002), analisando a influéncia do substrato e da intensidae
luminosa em alfavaca-cravo, constatou que, em relacédo a intensidade luminosa, a
producdo da matéria seca foi favorecida com o aumento da intensidade (80% de

luminosidade e pleno sol).
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Figura 16. Peso seco da raiz de plantas de alfavaca-cravo (a) e alfavaca-roxa (b)
nos tratamentos luminosidade (0%; 50%) nas idades (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90).
Fortaleza, CE, 2012.
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4. CONCLUSAO

As plantas cultivadas em pleno sol apresentaram melhor desempenho
gue as cultivadas em local sombreado, no periodo estudado.

Aos 90 dias apos o transplantio, o numero de folhas, a area foliar e a
massa seca do caule da alfavaca-roxa cultivada em pleno sol foi superior ao da
alfavaca-cravo cerca de 1,2x, enquanto a massa seca das folhas e da raiz da
alfavaca-cravo foram maiores que a da alfavaca-roxa, no mesmo ambiente.

O numero de folhas da alfavaca-roxa cultivada em pleno sol foi 3,5x maior
gue a condi¢cdo em casa de vegetacao.

A matéria seca de caule e raiz da alfavaca-cravo cultivada em pleno sol
apresentou-se cerca de 3x superior que em local sombreado, enquanto o valor foi o
dobro no que se refere a massa seca da folha.

A alfavaca-roxa, por sua vez apresentou valores cerca de 6x maiores de
massa seca de caule e folha quando a espécie foi cultivada em pleno sol em
comparacao a casa de vegetacao, enquanto a massa seca da raiz, foi 5 x maior, nas

mesmas condic¢des.
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CAPITULO 3- RENDIMENTO E ANALISE ESPECTROSCOPICA POR
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN 'H) DOS OLEOS ESSENCIAIS DE
ALFAVACA-CRAVO E ALFAVACA-ROXA EM DOIS AMBIENTES

RESUMO

O género Ocimum (Lamiaceae) compdem varias espécies que produzem Oleos
essenciais com propriedades medicinais. Ocimum gratissimum L., originaria da Asia
e subespontanea em todo o Brasil, apresenta-se como um subarbusto ramificado,
cujo Oleo essencial rico em eugenol, apresenta grande importancia na industria
farmacéutica. E importante considerar que os fatores ambientais influenciam
sobremaneira na producdo de biomassa, bem como na quantidade e qualidade de
metabolitos secundarios, tais como os 6leos essenciais. Para avaliar o rendimento
do oleo essencial de O. gratissimum L. (alfavaca-cravo) e Ocimum sp (alfavaca-roxa)
em diferentes ambientes de cultivo, ou seja, em pleno sol (0% sombra) e ambiente
sombreado (50% sombra), foi realizado um experimento com duracdo de 90 dias,
utilizando delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes, sendo duas
plantas por repeticdo. Foi realizada uma analise preliminar dos componentes
guimicos do 0Oleo essencial das espécies através de Ressonancia Magnética Nuclear
'H. Houve diferenca significativa para os rendimentos dos 6leos essenciais de
alfavaca-cravo e alfavaca-roxa desenvolvidas em pleno sol em relacdo as plantas
gue se desenvolveram em ambiente sombreado. Para as duas espécies, maiores
rendimentos foram obtidos nas amostras cultivadas em pleno sol. Os espectros de
RMN mostraram a presenca no 0leo de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa de eugenol,

B-cariofileno, 1,8- cineol.

Palavras-chave: Eugenol. Lamiaceae. Plantas Medicinais.
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ABSTRACT

The genus Ocimum belongs to the Lamiaceae family that consists by herbs and
shrubs and are collectively called alfavaca. Ocimum gratissimum L. is native of Asia
presents itself as a branched subshrub whose essential oil rich in eugenol, is
naturally used in the treatment of different diseases, for example upper respiratory
tract infections, diarrhea, headache, fever and pneumonia. Environmental factors
influence biomass production, as well as the quantity and quality of secondary
metabolites, such as essential oils. The aim of this work was to evaluate essential oil
content and chemical constituents of alfavaca-cravo e alfavaca-roxa in different
environmental conditions, in full sun (0% shade) and shaded environment (50%
shade). An experiment was conducted with a duration of 90 days. The experimental
design was completely randomized, with four replications and two plants per
replication. Essential oil was extracted through hydrodistillation and analyzed using
1H Nuclear Magnetic Resonance. There was significant difference in the yields of
essential oils of species developed in full sun in relation to plants that developed
under shade. For both species, higher yields were obtained in samples grown in full
sun. The NMR spectra showed the presence of eugenol, (3-caryophyllene, 1,8 -

cineole.

Keywords: Eugenol. Lamiaceae. Medicinal Plants.
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1. INTRODUCAO

As propriedades terapéuticas das plantas medicinais ha muito tempo sao
conhecidas pelas popula¢cées humanas, e esse conhecimento do uso de plantas
para promo¢do e manutencdo da saude, acumulado durante séculos, continua
sendo valioso até hoje (PROBST, 2012).

Dentre as familias botanicas que possuem representantes conhecidos por
seus aspectos medicinais, destaca-se Lamiaceae (= Labiatae) (PEREIRA; MAIA,
2007). A espécie Ocimum gratissimum L. pertence a essa familia e apresenta
comprovadas propriedades terapéuticas. Comumente chamada de alfavaca-cravo
(LORENZI; MATOS, 2008), apresenta-se como um subarbusto aromatico, sendo
originario de regides quentes da Asia e Africa e subespontaneo no Brasil (BLANK et
al., 2003; JORGE; EMERY; SILVA, 2006; LORENZI; MATOS, 2008). Produz oleo
essencial com acao antibacteriana sobre Listeria monocytogenes (MBATA; SAIKIA,
2005; NAKAMURA et al., 1999); Staphylococcus aureus, Shigella flexneri,
Salmonella enteritiis, Escherichia coli, Klebsiella sp. (NAKAMURA et al., 1999); E.
coli, Proteus mirabilis, S. aureus e Pseudomonas aeruginosa (NWEZE; EZE, 2009).

Propriedades antifungicas de O. gratissimum sobre Candida albicans, C.
krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis foram demonstradas por Nakamura et al. (2004),
enquanto estudos de bioatividade do extrato da planta em Alternaria sp e Penicillium
chrisogenum foram apresentados por Faria et al., 2006 e Rosset et al., 2005. Santos
et al. (2010) estudaram o efeito de extratos de O. gratissimum sobre fungos
dermatofiticos e Lemos et al. (2005) comprovaram a eficacia da espécie contra
Cryptococcus neoformans.

Indicando a ampla gama de acéo dos 6leos essenciais de O. gratissimum,
Flavio et al. (2011) observaram que houve reducdo na infeccdo de sementes de
sorgo por fungos quando tratadas com 6leo essencial da espécie, o que demonstra
uma alternativa organica e de baixo custo para o manejo integrado de doencas de
plantas, enquanto Alves et al. (2004) e Rocha et al. (2002) identificaram
potencialidades alelopaticas do 6leo essencial da espécie. Efeitos antiparasitarios,
por sua vez, foram estudados em Leishmania amazonensis (UEDA- NAKAMURA et
al., 2006), e L. chagasi (OLIVEIRA et al., 2008).
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Oleos essenciais sdo substancias naturais, produtos do metabolismo
secundario das plantas, que possuem composi¢do quimica complexa.

Sao constituidos de substancias terpénicas e eventualmente de
fenilpropandides, acrescidos de moléculas menores, como alcodis, ésteres, aldeidos
e cetonas de cadeia curta. O perfil terpénico apresenta normalmente substancias
constituidas de moléculas de dez e de quinze carbonos (monoterpenos e
sesquiterpenos), mas, dependendo do método de extracdo, e da composicdo da
planta, terpenos menos volateis podem aparecer na composicdo do 6leo essencial
(SIANI et al., 2000).

Técnicas como Ressonadncia Magnética Nuclear (RMN) auxiliam a
identificacdo e elucidacao estrutural de seus componentes quimicos (CASTELO;
DEL MENEZZI; RESCK, 2010; LOPES; FASCIO, 2004). RMN baseia-se na
absorcao de energia na gama das radiofrequéncias por partes de nucleo em uma
molécula submetida a um forte campo magnético; e configura-se como uma das
mais importantes técnicas para a obtencédo de informacéo fisica, quimica, eletrénica
e estrutural das moléculas, de um modo nao destrutivo, podendo fornecer
informacé&o acerca da estrutura tridimensional e da dinamica das moléculas (ALVES,
2010).

A biossintese de metabolitos secundarios € determinada geneticamente;
porém a quantidade e a concentracdo desses compostos variam em fungcdo das
condicbes ambientais, sendo a luz um importante fator, por atuar de forma
complexa, influenciando “no acumulo e na variedade dos componentes dos 0leos
essenciais, uma vez que afeta direta ou indiretamente a producdo de fitomassa, a
proporcdo de o6rgdos e as vias biossintéticas destes metabdlitos secundarios”
(MARTINS, 2006).

Estudos sobre a flora medicinal do nosso pais constituem uma ferramenta
importante por fornecer informacdes sobre praticas adequadas de manejo da cultivar
de interesse e obtencao de principios ativos com melhor qualidade e quantidade.

Para avaliar o rendimento do 6leo essencial de alfavaca-cravo e alfavaca-
roxa em diferentes ambientes de cultivo, pleno sol (0% sombra) e ambiente
sombreado (50% sombra), foi realizado um experimento para avaliar o rendimento
do dleo essencial e analise preliminar dos componentes quimicos através de

Ressonancia Magnética Nuclear *H.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material botanico e cultivo

As mudas foram produzidas em casa de vegetacdo do Laboratério de
Andlise de Sementes da Universidade Federal do Ceara, a partir de sementes de
alfavaca-cravo e alfavaca-roxa coletadas de amostras cultivadas na area
experimental do Nucleo de Ensino e Pesquisa de Agricultura Urbana (NEPAU),
localizado no Campus do Pici, da Universidade Federal do Ceara (UFC), Fortaleza-
CE.

A semeadura em bandejas plasticas foi feita no dia 18 de marco de 2011,
semeando-se a lan¢co 2g de sementes de cada espécime. O substrato foi regado
com solucao de nitrato de potassio (KNO3) em uma concentracdo de 0,2% com o
objetivo de acelerar a germinacao.

Apés 20 dias de semeadura (7/4/2011), quando as plantulas
apresentavam duas folhas definitivas, foi realizado o transplantio para bandejas de
isopor com 72 células com volume de 30 cm?® por célula, sendo submetidas a duas
irrigacOes diarias. Ao apresentarem 4 a 6 folhas, no dia 25 de abril de 2011, as
mudas foram transplantadas para o local definitivo, recipientes plasticos de 12 litros
e se desenvolveram em pleno sol (0% sombra) e em casa de vegetacdo (50%
sombra). O substrato era composto por areia, vermiculita, solo e humus de minhoca
em iguais proporcdes, cujas caracteristicas fisico-quimicas foram: pH em agua: 7,8;
Ca: 2,02 g kg™; Mg: 0,24 g kg™*; Al: 0,0 g kg™; Na: 0,06 g kg™; H+Al: 0,0 g kg*; K:
0,32 g kg';P: 4,10 g kg*; MO: 35,27%:; V: 100%.

As plantas foram irrigadas duas vezes ao dia, ndo sendo necessario

utilizar adubacéo adicional, nem produtos para controle de pragas e doencas.

2.2 Extracdo, rendimento e analise espectroscopica por RMN dos 6leos

essenciais

A coleta de inflorescéncias e folhas foi realizada na manh& do dia
18/07/2011, 90 dias apds o transplantio. As partes aéreas das plantas de cada
tratamento foram acondicionadas em sacos plasticos e levadas imediatamente ao

Laboratério de Analise Fitoquimica de Plantas Medicinais (UFC) para serem
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submetidas a hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado por Gottlieb
(BARRETO, 2008). Acondicionou-se o material vegetal em baldo de fundo redondo
de 5,0 L onde se adicionou agua destilada. O sistema foi submetido a aquecimento
durante duas horas e o 6leo essencial obtido foi separado do hidrolato e seco com
sulfato de soOdio anidro (Na,SO,). Alguns dos hidrolatos foram extraidos com
diclorometano (CH.Cl,) e secos com Na,SO, apds evaporacdo do solvente
utilizando N3 (g).

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro
repeticdes, duas plantas por repeticdo para cada espécime, alfavaca-cravo e
alfavaca-roxa, nos dois ambientes, totalizando 16 amostras.

Os espectros foram obtidos através de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN *H) com frequéncia de 300 MHz. Quantidades variadas de 6leo
essencial foram dissolvidas em CDCI; (Cloroférmio Deuterado) e acondicionadas em
tubos de RMN de 5 mm. Os espectros foram referenciados pelo sinal em & 7,27
referente ao hidrogénio do cloroformio residual ndo-deuterado presente na amostra.

Os deslocamentos quimicos (6) foram dados em ppm na faixa de 0,6 -7,3 ppm.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 7 e 8 apresentam as quantidades de biomassa utilizada, o
volume do 6leo essencial e os rendimentos obtidos das plantas coletadas 90 dias
apos o transplantio, nos ambientes de pleno sol (0% sombra) e em estufa (50%
sombra) de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa, respectivamente. Os rendimentos das
amostras variaram de 0,002% a 0,008% para alfavaca-cravo e de 0,001 a 0,004%
para alfavaca-roxa. Em uma das amostras de alfavaca-roxa (repeticdo 2) cultivada
em condicdo de sombreamento, ndo foi possivel a obtencdo do 6leo pelo fato do

material coletado ter sido insuficiente para a extragao, totalizando apenas 44,3g.

Tabela 7. Rendimentos (%) de 6leo essencial das partes aéreas de alfavaca-cravo
em dois ambientes (pleno sol; 50% sombra). Fortaleza, CE, 2012.

Espécimes de Alfavaca-cravo Oleo essencial
Sigla ALFAVACA Parte aérea (g) V (mL) Rendimento (%)
L2R1 CRAVO SOL 200 0,8 0,004
L2R2 CRAVO SOL 235 1,26 0,005
L2R3 CRAVO SOL 200 1,5 0,008
L2R4 CRAVO SOL 185 0,9 0,005
L2R1 CRAVO 140 0,5 0,003
SOMBRA
L2R2 CRAVO 160 0,25 0,002
SOMBRA
L2R3 CRAVO 155 0,25 0,002
SOMBRA
L2R4 CRAVO 190 0,5 0,003
SOMBRA

Tabela 8. Rendimentos (%) de 6leo essencial das partes aéreas de alfavaca-roxa
em dois ambientes (pleno sol; 50% sombra). Fortaleza, CE, 2012.

Espécimes de Alfavaca-roxa Oleo essencial
Sigla ALFAVACA Parte aérea (Q9) V (mL) Rendimento
(%)

L3R1 ROXA SOL 180 0,6 0,003
L3R2 ROXA SOL 200 0,76 0,004
L3R3 ROXA SOL 210 0,9 0,004
L3R4 ROXA SOL 230 0,8 0,003
L3R1 ROXA SOMBRA 141 0,4 0,003
L3R2 ROXA SOMBRA 44,3 - -

L3R3 ROXA SOMBRA 70 0,1 0,001

L3R4 ROXA SOMBRA 70 0,1 0,001
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Na tabela 9 estdo apresentadas as médias dos rendimentos de O6leos
essenciais dos espécimes estudados, evidenciando que o rendimento foi afetado
pelas condi¢cdes de cultivo. Houve diferenca significativa para os rendimentos dos
Oleos essenciais de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa desenvolvidas em pleno sol em
relacdo as plantas que se desenvolveram em ambiente sombreado. Para as duas
espécies, maiores rendimentos foram obtidos nas amostras obtidas de plantas que
se desenvolveram em pleno sol.

Alfavaca-cravo apresentou maiores valores em relacdo a alfavaca-roxa
avaliando-se as plantas que cresceram em pleno sol; porém ndo houve diferenca
significativa para os rendimentos dos Oleos essenciais das espécies em ambiente

sombreado em casa de vegetacéo (Tabela 9).

Tabela 9. Médias dos rendimentos (%) de Oleo essencial das partes aéreas de
alfavaca-cravo e alfavaca-roxa em dois ambientes (pleno sol; 50% sombra).
Fortaleza, CE, 2012.

Ambiente
Espécie Pleno sol 50% sombra
Ocimum gratissimum L. 0,0055aA 0,0025bA
Ocimum sp. 0,0035aB 0,0012bA

CV (%) 38,5

Médias com mesmas letras minlUsculas nas linhas e mailsculas nas colunas nao diferem
estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Enquanto estudos apontam maiores acumulos de Oleo essencial em
plantas cultivadas em casa de vegetacao, outros mostram que plantas cultivadas em
pleno sol apresentam maior producdo. GOMES et al. (2009) afirmam que,
dependendo da espécie, a luz pode influenciar os niveis e a composi¢cao do 6leo
essencial.

Segundo Factor et al. (2008), plantas de O. gratissimum cultivadas em
pleno sol obtiveram o menor teor de 6leo essencial dentre os tratamentos (malhas
de 50% de sombreamento nas cores pretas, vermelha e azul e pleno sol ou 0%),
enquanto o sombreamento de 50% (malha azul) favoreceu a producdo de o6leo
essencial da espécie; o0s autores complementam que isso pode ter sido
consequéncia da menor area foliar e alocacédo preferencial de biomassa para o

sistema radicular, devido a elevada radiacao.
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Ly, Cracker e Potter (1996), por sua vez, constataram que plantas de
tomilho (Thymus vulgaris) apresentaram maior desempenho quando cultivadas na
luminosidade total, diminuindo com o decréscimo dos niveis de luminosidade.

De forma geral, os cultivos protegidos tém apresentado éxito para a
producdo comercial de algumas espécies (BRANT et al., 2009). O comportamento
observado nesse trabalho, entretanto, indica que alfavaca-cravo e alfavaca-roxa
apresentaram maior rendimento desenvolvendo-se em condi¢do de sol, comparado
ao rendimento em casa de vegetacao.

As figuras 17 a 20 representam os espectros de RMN 'H dos éleos
essenciais das quatro repeticdes de alfavaca-cravo cultivadas em pleno sol (0%
sombra). Os espectros das plantas cultivadas em casa de vegetacao (50% sombra)
estao representados nas figuras 21 a 24. As figuras 25 a 28 mostram 0s espectros
dos Oleos essenciais das repeticdes 1 a 4 de alfavaca-roxa cultivada em pleno sol e
a figura 29 representa o espectro do Oleo essencial da espécie nas condi¢cdes de
sombreamento.

A ressonancia magnética das amostras de alfavaca-roxa, repeticdes R2,
R3 e R4, referentes ao nivel de sombreamento 50%, ndo puderam ser analisadas
pelo fato das quantidades dos Oleos essenciais obtidos terem sido insuficientes para
a analise.

Os Oleos essenciais sédo substancias complexas que podem conter 100 ou
mais compostos organicos, podendo pertencer a diversas classes de compostos,
porém, 0s mais comumente encontrados Sd0 0S monoterpenos e sesquiterpenos
(CASTRO et al., 2004).

Existem varios quimiotipos para Ocimum gratissimum, tal como ocorre em
outras espécies do mesmo género, sendo um quimiotipo muito comum o eugenol,
gue possui essa substancia em maior quantidade na composicdo do 6leo essencial
(BIASI et al., 2009; PEREIRA; MAIA, 2007). Os espectros de RMN mostraram a
presenca no 6leo das espécies o eugenol, B-cariofileno, 1,8- cineol.

Barreto (2008) e Gramosa et al. (2007) encontraram na composi¢ao dos
Oleos essenciais de O. gratissimum, eugenol, - cariofileno, 1,8- cineol, enquanto y-
terpineno, a-bisaboleno, p- cimeno foram observados nos estudos de Franco et al.
(2007) com a espécie. Gramosa et al. (2007) avaliaram a composicao dos 6leos
essenciais de Ocimum sp. e observaram em sua composi¢cédo, eugenol e teores

significativos de B-cariofileno.
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Figura 17. Espectro de RMN de *H do 6leo essencial de alfavaca-cravo cultivada em

pleno sol (0% sombra) (amostra 1).
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H do 6leo essencial de alfavaca-cravo cultivada em

local sombreado (50% sombra). (amostra 1).
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local sombreado (50% sombra). (amostra 3).

LLELO
62180

89860 -

§600 L

LL9O0TL ~

6v.0°L

LE8LL —~

8981 'L
G6EC L
vse'lL
L.9T}
€26C' L
6.6v'L
SvLgL
LyLSL
G98S'L

¥509'L
z0z9'L -
SLE9'L
0099’} |
8089'L

629L°L
09002

622€ '€ ~

C9EEE

8€/8°€ —

YoLLY
8LLLY
8veEL v
LE€G0'S
2590°S
G890'G
LL20'S
0660
020L'S
9126'G
05€6'G
LLY6'S
98¥6'G

£GS6'G —

8896'G
8G/6'G
vZ86'S

1686'G -

¥200'9
26899
9699
G.699
L9¥8'9
6¥58°9
9€98'9
(42T

~

S

AC Estufa R4

ppm

cravo cultivada em

'H do 6leo essencial de alfavaca-

local sombreado (50% sombra). (amostra 4).

Figura 24. Espectro de RMN de



128

65980
Y7870
69880 ~\\
85660 \\\
8810°L ~\L
Y€80° L ~ N\
05221 ~_
€297’ L ——=
18671 —
LISY'L =7
LUV /)
8615l /)
¥209'L
1T€9')
ZLY'L
6299'}
0989'L
G20L'L
1626'}
G8E6'L
1600T
zve0T
16012
zzze e
Lr1eT
zeeeT
Lsee -
£62€°€ -/
Lzve'e
8LY8Y ~
V268’7 ~ 2\,
6296 ~—
9090°G
SYL0'S —
19106~/
v50L'S ~ /
gezes~/
18€G°G
6826'G —
2Tre's
88v6'S
¥296'S
09.6'S
G286'G
G686'G
1966°G
$600'9
v€0L'9 /)
1£58°9
v198'9
6698°9 -/
6v92'L

AR Sol R1

ppm

7.0
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Figura 27. Espectro de RMN de *H do 6leo essencial de alfavaca-roxa cultivada em
pleno sol (0% sombra). (amostra 3).

Figura 28. Espectro de RMN de *H do 6leo essencial de alfavaca-roxa cultivada em
pleno sol (0% sombra). (amostra 4).
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Figura 29. Espectro de RMN de *H do 6leo essencial de alfavaca-roxa cultivada em
local sombreado (50% sombra). (amostra 1).
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4. CONCLUSAO

Para alfavaca-cravo e alfavaca-roxa, maiores rendimentos foram obtidos
nas amostras cultivadas em pleno sol. Os espectros de RMN mostraram a presencga
no 6leo das espécies o eugenol, B-cariofileno, 1,8- cineol.
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CAPITULO 4- PROPOSTA DE PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA E USO
DE MARCADORES RAPD EM ALFAVACA-CRAVO E ALFAVACA-ROXA.

RESUMO

As vérias espécies que compdem o género Ocimum (Lamiaceae), conhecidas como
manjericbes e alfavacas, produzem o6leos essenciais, que por suas propriedades
terapéuticas, sdo muito utilizados na medicina popular. H& dificuldade na
identificacdo correta dos exemplares, pelo fato da existirem muitas variedades e
tipos quimicos dentro das espécies. A alfavaca-roxa (Ocimum sp), apesar de
assemelhar-se a alfavaca-cravo (O. gratissimum), possui uma peculiaridade, a de
reverter sua coloracdo arroxeada para verde, dependendo da condicdo de
sombreamento, enquanto a alfavaca-cravo possui estabilidade na coloragéo verde.
Marcadores moleculares podem ser utilizados em estudos com plantas e animais,
para selecionar caracteristica de interesse, elucidacéo de aspectos moleculares de
evolucdo, mapeamento e analise de similaridade e distancia genética. O objetivo
deste trabalho foi propor um protocolo para extracdo de DNA e detectar
polimorfismos utilizando-se 19 primers atravées de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) em estudos preliminares de variabilidade genética de exemplares
de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa. O experimento foi conduzido no Laboratério de
Andlise de Sementes da Universidade Federal do Ceara (UFC). As plantulas foram
obtidas através da semeadura em bandeja de sementes coletadas durante os meses
de janeiro e fevereiro de 2011 das espécies cultivadas na area experimental do
Nucleo de Ensino e Pesquisa de Agricultura Urbana (NEPAU). Foram coletadas 10
folhas jovens de plantas de cada espécie; para a extracdo de DNA, seguiu-se 0
protocolo de Doyle & Doyle, 1990, com modificacdes. As amostras de material
vegetal (300 mg) foram maceradas em tubos tipo “eppendorf’” com tampéao de
extracdo; os tubos foram agitados suavemente e incubados em banho-maria a 65°C
por 30 minutos. Para a remocao de proteinas e RNA, adicionou-se 700 uL de
cloroformio alcool isoamilico, centrifugou-se por 5 minutos a 13.000 rpm,
transferindo-se o0 sobrenadante e adicionou-se RNAse na concentracdo final de
40ug/mL. Incubou-se em banho-maria a 37°C por cerca de 30 minutos. Utilizou-se
para precipitar o DNA, isopropanol gelado ao sobrenadante (1:1), e em seguida

foram incubados em freezer a -20°C por 30 minutos. Centrifugou-se por 10 minutos
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a 13.000 rpm. ApoGs a remocado cuidadosa do sobrenadante, lavou-se o precipitado
com 500uL de etanol 70%, onde se procedeu a uma centrifugacdo em velocidade
maxima por 5 minutos. Fez-se a ressuspensdao do DNA em agua mili-Q. Apés a
amplificacdo do DNA, através da PCR, os polimorfismos foram detectados através
de gel de agarose, corados com brometo de etidio sendo visualizado sob luz UV. Os
resultados mostraram que os primers utilizados promoveram visualizacdo das
bandas, sugerindo estudos complementares para estimar a variabilidade genética de
populacdes de alfavaca.

Palavras-chave: Ocimum. Primer. Polimorfismo.
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ABSTRACT

The species that comprising the genus Ocimum (fam. Lamiaceae) are known as
alfavaca and basil. They produce essential oils which therapeutic properties; they are
used as antimicrobial, diuretic, gastrointestinal disorders, among others disorders.
There is difficulty in correct identification of specimens, because of there are many
varieties and chemical types within species. The alfavaca-roxa, although it is similar
to alfavaca-cravo, has a peculiarity. It is able to reverse its color purple to green,
depending on the condition of shading, while alfavaca-cravo has green color stable.
The objective of this work was to propose a protocol for DNA extraction and
polymorphism detection using 19 RAPD primers through in preliminary studies of
genetic variability of specimens of Ocimum. The experiment was conducted at the
Seed Analysis Laboratory of the Federal University of Ceara (UFC). Seedlings were
obtained from seeds collected during the months of January and February of
cultivated species in the NEPAU/ UFC. RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), which is based on the detection of DNA polymorphisms using PCR
(Polymerase Chain Reaction) was used in this assay. Young leaves of 10 plants of
each species were used for DNA extraction followed the protocol of Doyle & Doyle,
1990, with modifications. DNA was extracted from samples of plant material (300 mg)
were macerated in tubes like "eppendorf* with extraction buffer, the tubes were
shaken gently and incubated in a water bath at 65 °C for 30 minutes. For removal of
proteins and RNA, was added to 700 mL of chloroform isoamyl alcohol, centrifuge at
5 minutes at 13.000 rpm, transferring the supernatant and add to the final
concentration of RNAse 40ig/mL. Incubated in a water bath at 37 °C for about 30
minutes. Was used to precipitate the DNA, the supernatant cold isopropanol (1:1),
and then incubated at -20 ° C for 30 minutes. Centrifuged for 10 minutes at 13.000
rpm. After careful removal of supernatant, the precipitate washed with 500iL 70%
ethanol, which makes a spin at full speed for 5 minutes. After DNA amplification by
PCR, polymorphisms were detected by agarose gel containing ethidium bromide and
observed on a UV transluminator. The results showed that the primers used
promoted tape viewing, suggesting further studies to estimate the genetic variability

of populations of alfavaca.

Key words: Ocimum. Primer. Polymorphism.



139

1. INTRODUCAO

A Familia Lamiaceae (=Labiatae) constitui-se como uma das maiores
familias do grupo das Angiospermas e uma das principais familias que produzem
Oleos essenciais com propriedades terapéuticas (VIANNA, 2009). Varias espécies
que compdem o género Ocimum, pertencem a essa familia botanica, e sédo
popularmente conhecidas como manjericbes e alfavacas. Produzem Oleos
essenciais, que por suas propriedades terapéuticas, sdao muito utilizados na
medicina popular como antimicrobiano, diurético e para tratar paralisia, doencas
gastrointestinais, reumatismo, entre outras moléstias (EFFRAIM, 2001; LORENZI,
MATOS, 2008). Podem ser citados trés quimiotipos para a espécie, eugenol, timol e
geraniol, sendo que seus compostos aromaticos tém grande importancia na indastria
farmacéutica, principalmente por conter eugenol (70-80%) e geraniol (80-90%)
(EFFRAIM, 2001).

Ha dificuldade na identificacdo correta dos exemplares, pelo fato da
existirem muitas variedades e tipos quimicos dentro das espécies. A alfavaca-roxa,
apesar de assemelhar-se a alfavaca-cravo, possui uma peculiaridade, a de reverter
sua coloracao arroxeada para verde, dependendo da condicdo de sombreamento,
enquanto a alfavaca-cravo possui estabilidade na coloracao verde.

Marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados em estudos com
plantas e animais, para selecionar caracteristica de interesse, elucidacdo de
aspectos moleculares de evolucdo, mapeamento e analise de similaridade e
distancia genética (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996; LOPES et al., 2002).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1996) um marcador molecular é todo e
gualquer fendtipo de um gene expresso (isoenzimas) ou segmento de &cido
desoxirribonucléico (DNA); os marcadores moleculares podem ser classificados de
acordo com a metodologia usada para sua identificacdo; dessa forma, temos os
marcadores RFLP ou polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricao,
baseados em hibridizacdo, e aqueles baseados em PCR (Polymerase Chain
Reaction). Destes, destacam-se RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), “‘que sdo métodos sensiveis,
rapidos, relativamente simples e que revelam varios locos dispersos pelo genoma
sem exigir conhecimento prévio da informacdo genética de sequéncias-alvo”
(LOPES et al., 2002).
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A PCR foi uma técnica concebida por Kary Mullis, na década de 80, que
causou uma grande revolugcdo em estudos genético-moleculares, devido a sua
facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade. A técnica envolve a sintese
enzimatica in vitro de milhdes de cépias de um segmento de DNA na presenca da
enzima DNA polimerase resistente ao calor (Taq polimerase). Ocorre o anelamento
e extensao enzimética de um par de oligonucleotideos utilizados como iniciadores
(primers). A reagdo ocorre no interior de um termociclador e envolve trés etapas:
desnaturacao, anelamento e extensdo (FERREIRA;GRATTAPAGLIA, 1996).

No método RAPD, o polimorfismo € revelado através da amplificacdo de
locos usando-se primers, que quando submetidos a condicbes apropriadas de
temperatura se anelam a sequéncias genémicas complementares (LOPES et al.,
2002).

Ainda conforme os autores, a sequéncia de cada iniciador é determinada
de modo aleatorio, assim, este pode encontrar varias regides complementares e
revelar varios locos. Os fragmentos amplificados podem ser separados em um gel
de poliacrilaminada ou agarose, e visualizados apds coloracdo com nitrato de prata
ou brometo de etideo (EtBr) sob luz UV. “O polimorfismo detectado por marcadores
RAPD ¢é gerado por mutacdes ou por rearranjos (insercées ou delecdes) entre os
dois sitios, ou no préprio sitio de hibridizacdo dos dois primers” (LOPES et al., 2002).

A eletroforese se baseia na movimentacdo de moléculas atravées de uma
matriz tamponada, que pode ser a agarose, uma forma refinada de Agar extraido de
alga marinha; a agarose age como se fosse um filtro, onde os fragmentos menores
da amostra de DNA migrardo mais rapidamente na direcdo do polo positivo,
enquanto os de maior comprimento migrardo em uma velocidade mais lenta
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

No caso dos acidos nucléicos, o grupo fosfato é responsavel pela forte
carga negativa em condi¢cdes de pH neutro, fazendo com que os fragmentos migrem
para o polo positivo (anodo) durante a eletroforese. Como a carga elétrica liquida
dos fragmentos € negativa, a separagcdo ocorrera com base no comprimento dos
fragmentos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).
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Pode ocorrer, durante o processo de isolamento e purificacdo de DNA
vegetal, o isolamento conjunto de fendis, alcalbides, além de polissacarideos, que
podem comprometer a extragdo do DNA e inibir a agdo da enzima Taq polimerase
utilizada na PCR (MOLINARI; CROCHEMORE, 2001).

Em geral, marcadores baseados em DNA tém vantagens importantes, tais
como numero ilimitado, variabilidade e independéncia dos efeitos ambientais
(RICHARDSON et al., 1995).

Dessa forma, para a aplicacédo de técnicas moleculares, primeiramente &
necessaria a obtencdo de metodologias adequadas para o isolamento de acido
desoxirribonucléico (DNA), com bom rendimento e qualidade devido ao fato de
essas técnicas requererem material genético de boa qualidade (DANNER et al.,
2011; WALDSCHMIDT et al., 1997).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi propor um protocolo para
extracdo de DNA e detectar polimorfismos utilizando-se 19 primers através da
técnica RAPD em estudos preliminares de variabilidade genética de exemplares de

alfavaca-cravo e alfavaca-roxa.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Analise de Sementes da
Universidade Federal do Ceara (UFC). As plantulas foram obtidas através da
semeadura em bandeja, a partir de sementes coletadas durante os meses de janeiro
e fevereiro de 2011 das espécies cultivadas na area experimental do Nucleo de
Ensino e Pesquisa de Agricultura Urbana-NEPAU, no Campus do Pici (UFC).

Apols coleta e beneficiamento, as sementes foram colocadas para
germinar em bandeja, para a producdo das plantulas (Figuras 30 e 31). Para
acelerar a germinacédo, o substrato foi regado, imediatamente antes da semeadura,

com solucéo de nitrato de potassio (KNO3) a 0,2%.

4 ¥ AR : | AN

Figura 30. Plantulas de alfavaca-cravo. Fortaleza, CE, 2012.
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Figura 31. Plantulas de alfavaca-roxa. Fortaleza, CE, 2012.

A técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), que se baseia na
deteccao de polimorfismos de DNA através de PCR (Polimerase Chain Reaction) foi
utilizada nesse ensaio. Foram coletadas 10 folhas jovens de plantas de cada
espécie; para a extracdo de DNA, seguiu-se o protocolo de Doyle & Doyle, 1990,
com modificagdes.

Para a maceracdo dos tecidos vegetais e rompimento das células, as
folhas coletadas, (300 mg), foram maceradas em tubos tipo “eppendorf’ com tampao
de extracdo. Os tubos foram agitados suavemente e incubados em banho-maria a
65°C por 30 minutos. Para a remocdo de proteinas e acido ribonucléico (RNA),
adicionou-se 700 pL de cloroférmio alcool isoamilico, centrifugou-se por 5 minutos a
13.000 rpm, transferindo-se o sobrenadante e adicionou-se RNAse na concentracao
final de 40pg/mL.

Incubou-se em banho-maria a 37°C por cerca de 30 minutos, sendo
utilizado para precipitar o DNA, isopropanol gelado ao sobrenadante (1:1), e em
seguida foram incubados em freezer a -20°C por 30 minutos. Centrifugou-se por 10

minutos a 13.000 rpm.
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Apo6s a remocdo cuidadosa do sobrenadante, lavou-se o precipitado com
500uL de etanol 70%, onde se procedeu a uma centrifugacdo em velocidade
maxima por 5 minutos. Fez-se a ressuspensdo do DNA em agua mili-Q.

Apo6s a amplificacdo do DNA, através da PCR, os polimorfismos foram
detectados através de gel de agarose, corados com brometo de etidio sendo

visualizado sob luz UV, sendo utilizados 19 primers no processo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo proposto nesse trabalho para a extracdo de DNA de plantas
de alfavaca, de forma geral, proporcionou o isolamento de DNA de qualidade,

estando apresentado de maneira simplificada no esquema abaixo:

300mg —
] ‘ 2) banho-maria
65°C; 30 min

3) Remocéo de
proteinas, RNA-
Cloroférmio élcool

]
o}
/ |soam|I|co700p

1)Tampao de extracaoy

10) Lavar ppt(oNA)
Etanol 70%500L, é&

centrif., « 7|
ressuspender 6) banho-maria
. . 5) RNAse 40ug/mL
agua mili-Q /\gg/) 37°C; 30 min ) pg

7) isopropano

i /(’;':ﬂ

20°C,30 min \ \ ] 4)5m|n
- v 13.000 rpm

10 min, 13.000 rpm

Figura 32. Esquema de extracdo de DNA de plantas de alfavaca.

A composicdo do tampao de extracdo utilizado e suas concentracdes

estao mostradas na Tabela 10:

Tabela 10. Composicao do tampao de extracao utilizado no estudo.

Componentes Concentracao Final
CTAB 5% 2%
NaCl 5M 1,4M
EDTA 0,5M 20mM
Tris-HCI 1M, pH 8,0 100mM
PVP 40 sdlido 2%
B- mercaptoetanol 0,2%

Agua destilada
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O CTAB (cationic hexadecyl trimethyl ammonium bromide) é um
detergente catibnico que € utilizado para solubilizar as membranas celulares,
formando um complexo com o DNA, favorecendo uma posterior precipitacdo desse
material (WEISING et al., 1995).

A literatura mostra que a maioria dos protocolos de extracdo de DNA de
plantas utiliza o método baseado no CTAB, com algumas modificacdes, de acordo
com caracteristicas da espécie (DANNER et al., 2011).

Apés a amplificacdo do DNA, através da PCR, os polimorfismos foram
detectados através de gel de agarose, corados com brometo de etidio sendo

visualizado sob luz UV, sendo utilizados 19 primers no processo (Figura 33).

TESTE
Primers: OC 02, OC 03, OC 05, OC 07, OC 09, OC 11, OC 13, OC 15, OC 17, OC 19, OD 03, OD 05, OD 07, OD 09, OD 11, OD 13, OD 17, OD 12.

Genotipos: L1 e L2.

ocCo02 ocCo03 ocCos ocCo7 oco9 0oC11 0oC13 0oC 15 ocC17 oc1e
L1 12 L L2 L L2 LI L2 L L Ll L2 LI L L1 L2 LI L2 L1 L2

oD 03 oD 09 oD 13 oD 15 m oD 19
Ll L2 Ll L2 L1 L2l 12 Ll 12

Figura 33. Eletroforese em gel de agarose mostrando polimorfismo para gendtipos
de alfavaca cravo (L1) e alfavaca-roxa (L2) utilizando diferentes primers. Fortaleza,
CE, 2012.
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Observa-se que o DNA obtido das folhas jovens maceradas com tampao
CTAB mostrou-se amplificavel pla PCR, tanto para a alfavaca-cravo como para a
alfavaca-roxa.

A variacdo genética dentro e entre taxa é analisada pela presenca ou
auséncia de uma banda, que é resultante de alteracbes na sequéncia de DNA em
determinado locus (LIU; CORDES; 2004 citados por MENDES, 2007). Quando se
utiliza marcadores moleculares, os polimorfismos detectados podem ocorrer devido
a delecdes na sequéncia de ligacao do primer ao DNA, o que impede a amplificacéo
do fragmento; e inser¢cdes ou delecbes entre duas sequéncias de emparelhamento
adjacentes, levando a amplificacdo de fragmentos de diferentes tamanhos (Lacerda
et al 2002 citado por MENDES, 2007).

Mendes, 2007, para a extracdo do DNA de folhas de Thymus caespititius,
espécie pertencente a familia Lamiaceae, utilizou o método descrito por Doyle e
Doyle (1987) e modificado por Weising e colaboradores (1995). O género Thymus é
um grupo taxondmico complexo de plantas aroméaticas utilizadas em diferentes
locais do mundo com varios fins. O protocolo foi adaptado para essa e outras
espécies estudadas, macerou-se cerca de 1,5g de folhas em Nitrogénio liquido em
8ml de tampao CTAB. Cloroférmio/alcool isoamilico foi utilizado na proporcao 24:1.
Ao precipitado obtido adicionou-se 1ml de tampéao TE (ImM EDTA pH 8,0, 10mM
Tris-HCI). Para a precipitacdo do DNA total adicionou-se 0,1vol de acetato de sodio
3M pH 5,2 e 2,5vol de etanol puro a -20°C. Na analise molecular de 18 individuos de
T. caespititius, com os 18 primers seleccionados, visualizou-se no total 241 bandas
(MENDES, 2007).
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4. CONCLUSAO

Os primers utilizados promoveram visualizacdo das bandas, sugerindo
estudos complementares para estimar a variabilidade genética de populagbes de
alfavaca, podendo-se utilizar o protocolo proposto por esse trabalho.
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CAPITULO 5- NUMERO CROMOSSOMICO DE ALFAVACA-CRAVO E
ALFAVACA-ROXA OBTIDO POR ANALISE CITOGENETICA CONVENCIONAL

RESUMO

Devido a caréncia de estudos citogenéticos para as espécies do género Ocimum
(Lamiaceae), esse trabalho teve como objetivo determinar o numero de
cromossomos de exemplares de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa. Utilizaram-se
sementes de alfavaca cultivadas na area experimental do Nucleo de Ensino e
Pesquisa de Agricultura Urbana/ NEPAU, da Universidade Federal do Ceara- UFC,
Campus do Pici. Exemplares das plantas estdo depositados no Herbéario Prisco
Bezerra- UFC. A partir de sementes germinadas em placas de Petri, raizes jovens
foram coletadas e pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina 2mM durante 24 horas a 4°C
e fixadas em etanol absoluto/ acido acético (3:1, v/v). Para o preparo das laminas
procedeu-se a hidrolise das raizes com acido cloridrico (HCI) 5 N e esmagamento
em uma gota de solucao de acido aceético a 45%. As laminulas foram retiradas a frio
e as laminas coradas com Giemsa a 2%. As melhores Iaminas foram registradas
através de fotomicroscopia. O nimero de cromossomos mitéticos encontrado para
alfavaca-cravo foi 2n = 40, o que esta de acordo com o numero registrado
previamente na literatura. O mesmo valor foi detectado para a alfavaca-roxa, 2n = 40

Cromossomaos.

Palavras-chave: Ocimum. Cromossomos. Hidrélise.
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ABSTRACT

Due to the lack of cytogenetic studies for the genus Ocimum (Lamiaceae), in this
study counting of the chromosomal number in alfavaca populations was performed.
Seed lots of alfavaca were grown in the experimental area of the Teaching and
Research of Urban Agriculture / NEPAU, Federal University of Ceara-UFC, Campus
do Pici. Specimens of plants were deposited in the Herbarium Prisco Bezerra-UFC.
Seeds of populations of alfavaca-cravo and alfavaca-roxa were collected, were put at
room temperature to germinate in Petri dishes. After germinating, the root-tips were
collected and pretreated with 2 mM 8-hydroxyquinoline for 24 hours at 4°C and fixed
in absolute ethanol / acetic acid (3:1, v / v). For the preparation of the slides was
performed the squashing technique, hydrolysis in hydrochloric acid (HCI) 5 N, acetic
acid application 45% for 1min, squashing of the root-tips. The coverslips were
removed from the cold and the slides were staining in 2% Giemsa. The best slides
were recorded by light microscopy. The number of mitotic chromosomes found from
alfavaca-cravo was 2n = 40, which is in accordance with the number recorded
previously in the literature. The same value was detected from alfavaca-roxa, 2n = 40

chromosomes.

Keywords: Ocimum. Chromosomes. Hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

Composta por mais de 6900 espécies agrupadas em 258 géneros,
Lamiaceae (=Labiatae) destaca-se dentre as Angiospermas pelo seu potencial
medicinal no qual se extraem substancias que sdo usadas para o tratamento de
diversos tipos de doengas (VIANNA, 2009; MBATA; SAIKIA, 2005). Entre os
compostos majoritarios dos 6leos essenciais das espécies de Lamiaceae estdo as
substancias fendlicas carvacrol, eugenol e timol, que possuem propriedades
antimicrobianas (CLEFF et al., 2010; BAGAMBOULA; UYTTENDAELE; DEBEVERE,
2004; LEMOS et al., 2005; ROLDAN; DIAZ; DURINGER, 2010) e mentol e linalol
pertencentes a classe quimica dos terpenos, amplamente empregados na industria
de medicamentos com agdo anestésica e antioxidante (BATTISTIN et al., 2011;
PEANA et al., 2006).

De forma geral, os representantes de Lamiaceae podem ser reconhecidos
pelos caules jovens quadrangulares, folhas dotadas de numero elevado de tricomas
glandulares, flores pentameras bilabiadas, além de aroma especifico (JUDD et al.,
2002; NAHAK; MISHRA; SAHU, 2011; PATON; HARLEY, HARLEY, 1999).
Pertencem a essa familia botanica varias espécies aromaticas distribuidas nos
géneros Mentha, Lavandula, Rosmarinus, Salvia, Ocimum, produtoras de oOleos
essenciais com valor econémico (JUDD et al., 2002).

As espécies que compdem o género Ocimum sdo conhecidas como
manjericoes e alfavacas (BRITO; PEREIRA; AMARAL, 2006), e consistem de 50 a
150 espécies de ervas e subarbustos (HILTUNEM; HOLM, 1992), amplamente
distribuidas nas regides tropical e subtropical da Asia, Africa, América Central e
América do Sul (PATON, 1992).

Ocimum gratissimum L., também conhecida como alfavaca-cravo, produz
Oleo essencial que pode ser dividido em trés quimiotipos: eugenol, timol e geraniol;
sendo que seus compostos aromaticos tém grande importancia na industria
farmacéutica, principalmente por conter eugenol (70-80%) e geraniol (80-90%)
(EFFRAIM, 2001). O eugenol confere acdo antimicrobiana (IWALOKUN et al., 2003;
LEMOS et al.,, 2005; NAKAMURA et al., 1999), propriedades anestésicas,
hipotérmicas, miorrelaxantes e anticonvulsivas (DALLMIERI; CARLINI, 1981).
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A alfavaca-roxa (Ocimum sp) ndo é muito citada na literatura. Assemelha-
se a alfavaca-cravo, porém, possui uma peculiaridade, a de reverter sua coloracéo
arroxeada para verde, dependendo da condicdo de sombreamento, enquanto a
alfavaca-cravo possui estabilidade na coloragéao verde.

A nomenclatura botanica correta para as espécies e variedades de
Ocimum da familia Lamiaceae é de grande interesse, pois apesar de varias espécies
e formas terem sido relatadas, apresentam, no geral, fecundacao cruzada (alogamia)
(ALMEIDA et al., 2004; BLANK et al., 2004; NATION; JANICK; SIMON, 1994), o que
facilita a hibridacdo e a poliploidizacdo de espécies do género, causando
dificuldades na classificacdo e na determinagéo do relacionamento entre os taxons.
Soma-se a isso o fato de existirem muitas variedades e tipos quimicos dentro das
espécies, que podem nédo se diferenciar morfologicamente, dificultando ainda mais a
identificacdo taxondmica (SIMON et al., 1999). Vieira, Goldsbrough e Simon (2003)
afirmam que as diferencas morfologicas entre as espécies podem ser ténues e
tentativas de resolver esses problemas somente com morfologia séo indcuos.

No caso de O. gratissimum, a espécie pode apresentar larga variedade
morfoldgica, especialmente em relacdo ao indumento das folhas e inflorescéncias, o
gue torna dificil o uso desses caracteres como indicador taxonémico (VIEIRA et al.,
2002). De acordo com Wetzel et al. (2002), a taxonomia de Ocimum nao € bem
entendida, sendo necessario que as complexas relacbes entre as espécies do
género e sua alta variabilidade infra-especifica em caracteres morfolégicos, quimicos
e moleculares sejam caracterizados.

Como outras espécies do género, O. gratissimum € alégama (EHLERT;
LUZ; INNECCO, 2004) e hibridiza-se facilmente (CORREA JUNIOR, 1994), a
exemplo de O. gratissimum x O. sanctum (SOBTI; PUSHPANGADAN, 1982). Vieira
et al. (2001), por meio de estudos morfoldgicos, quimicos e genéticos de 12 acessos
de O. gratissimum, mostraram que 0s quimiotipos timol, eugenol e geraniol sao
geneticamente distintos. Paton (1992) argumenta que apesar dos estudos a respeito
dos constituintes quimicos dos 0Oleos essenciais da espécie, a taxonomia infra-
especifica da mesma ainda é confusa. E importante combinar estudos morfolégicos,
guimicos, moleculares e citogenéticos para identificacdo correta da espécie.

A determinacdo do numero cromossémico € Util para estudos de
caracterizacdo citologica de uma espécie, podendo auxiliar em sua delimitagdo

taxondmica (PEDROSA et al., 1999). Numeros similares de cromossomos sugerem
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uma estreita relacdo de parentesco entre 0s taxa enquanto numeros diferentes de
cromossomos implicam em uma maior distancia de parentesco devido aos niveis
elevados de isolamento reprodutivo desses taxa (FIRETTI-LEGGIERI et al., 2011).

Para o género Ocimum, as informacdes citogenéticas sdo escassas ou
pouco divulgadas. Sobti e Pushpangadan (1982) propuseram uma classificacdo dos
cromossomos de espécies do género Ocimum baseados em seu comprimento
absoluto. O Grupo A seria caracterizado pelo comprimento de 3 um a tamanhos
maiores; enquanto o Grupo B, entre 2 um e 2,5 pm e o Grupo C, cromossomos de
1,5 um e menores. Estudos mostram que o numero basico de cromossomos pode
ser utilizado para agrupar evolutivamente as espécies de Ocimum em duas secoes:
Grupo do Basilicum, com X= 12 cromossomos e o Grupo do Sanctum, com X= 8,
gue constam de espécies diploides e polipléides (PUSHPANGADAN et al., 1975;
SINGH; SHARMA, 1981; PUSHPANGADAN; SOBTI, 1982; KHOSLA, 1988 citados
por SILVA, 2007).

Foi proposto para O. gratissimum o0s seguintes complementos
cromossomicos e caribtipos (SOBTI; PUSHPANGADAN, 1982).

Tabela 11. Complementos cromossémicos e cariotipos de Ocimum gratissimum L.

Espécie caracterizada Numero de Formula cariotipica
Cromossomos
Grupo do Sanctum X= 8
O. gratissimum L. (Raca 1) 2n =40 2A+18B+20C
O. gratissimum L. (Raca 2) 2n =40 26B+14C

(Adaptado de SOBTI, PUSHPANGADAN, 1982).

Apesar da riqgueza da diversidade de plantas com propriedades
medicinais no Brasil, e da ampla utilizacdo pelas populacdes da medicina natural ha
numero reduzido de estudos sobre o tema. Tendo em vista a importancia medicinal e
escassez de informagdes sobre espécies de Ocimum, o objetivo desse trabalho
consiste em caracterizar, através de analise citogenética convencional, o nimero de
cromossomos de alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum L) e alfavaca-roxa (Ocimum
sp), para fornecer subsidios que possam contribuir para o melhor entendimento dos

espécimes, devido a grande importancia econémica e medicinal que representam.
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2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Citogenética do Departamento
de Biologia da Universidade Federal do Ceard- UFC, no periodo de setembro a
novembro de 2011.

2.1 Material botanico

Foram utilizadas sementes coletadas durante os meses de janeiro e
fevereiro de exemplares de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa cultivadas na area
experimental do Nuacleo de Ensino e Pesquisa de Agricultura Urbana (NEPAU),
localizado na Universidade Federal do Ceara- UFC. Exemplares das plantas foram
depositadas no Herbario Prisco Bezerra da UFC sob o n® 49804, Ocimum sp e n°

49805, Ocimum gratissimum.

2.2 Contagem de cromossomos metafasicos

As sementes foram colocadas para germinar em placas de Petri, de 90
mm de diametro forradas com papel de filtro qualitativo (em duas camadas)
umedecido com agua destilada, sendo mantidas em temperatura entre 28-30°C.
Quando as radiculas apresentaram cerca de 1 cm de extensdo, foram coletadas e
pré-tratadas com 2 mM de hidroxiquinoleina por 24 h a 4°C. Em seguida foram
fixadas em etanol absoluto/ acido acético (3:1, v/v) por no minimo 24 h e estocadas
em -20°C na mesma solucdo. Para o preparo das laminas as raizes foram
hidrolisadas em acido cloridrico (HCI) 5 N por 20 minutos a temperatura ambiente,
lavadas em agua destilada e esmagadas em uma gota de solucéo de acido acético
a 45%. As laminulas foram retiradas a frio e o material foi corado com Giemsa a 2%
e foi feita a fixacdo da laminula em Entellan (GUERRA, 1983; GUERRA; SOUZA,
2002).

Os numeros de cromossomos foram determinados atraveés da analise de
no minimo 10 metafases por individuo. As observacdes foram feitas em microscépio

Axioscope Al (Carl Zeiss ®), capacidade de aumento 100x.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A alfavaca-cravo e a alfavaca-roxa apresentaram 2n = 40 em células
metafasicas (Figuras 34 e 35). Houve dificuldade em realizar a contagem devido ao
pequeno tamanho dos cromossomos. Omidbaigi et al. (2010) trabalhando com outra
espécie do género, também relataram a dificuldade em contar os cromossomos de
O. basilicum e mencionaram que a tarefa consome muito tempo, devido ao pequeno
tamanho dos cromossomos e pela baixa frequéncia de metafases em células de
pontas de raiz de plantulas da espécie.

Sobti e Pushpangadan (1982) realizaram um comparativo dos nimeros
cromossOmicos para espécies e variedades do género Ocimum L, os resultados

estdo apresentadas abaixo.

Tabela 12. NUmero de cromossomos de espécies e variedades do género Ocimum.

Espécie 2n
O. canum Sims 24
O. canum Sims 26
O. basilicum L. var. minima Benth. 48
O. basilicum L. var. glabatrum Benth. 48
O. basilicum L. var. thyrsiflora Benth. 49
O. basilicum L. var. purpurascence 48
Benth.
O. americanum L. 72
O. sanctum L (roxa) 32
O. sanctum L (verde) 32
O. gratissimum L 40

(Adaptado de SOBTI, PUSHPANGADAN, 1982).
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Figura 35. Cromossomos metafasicos de Alfavaca-roxa. Fortaleza, CE, 2012.
Barra: 5pm.
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Anadlises meidticas documentaram variagdo no nimero de Cromossomos
em Ocimum  basiicumL. na forma de 2n=72 cromossomos emO.
basilicum var.citriodorum e 2n=52 na variedade crispum, bem como x=12 como
ndamero cromossdmico basico para as variedades estudadas (MUKHERJEE;
DATTA; MAITI, 2005).

Mukherjee e Datta, (2006) citam numero cromossdmico para Ocimum
tenuiflorum (verde) (2n=36), O. canum (2n=26), O. kilimandscharicum (2n=76) e O.
gratissimum (2n=40), o mesmo encontrado nesse estudo. Souza et al. (2005) citam
gue ha grande variabilidade de O. gratissimum quanto ao nimero cromossémico
(2n = 40, 48 e 64), enquanto para O. selloi os autores apresentaram um numero
cromossOmico dipldide de 36 cromossomos.

Carovi¢-Stanko et al. (2010) obtiveram dados cromossomicos que podem
indicar que 0 numero basico de cromossomos para espécies pertencentes
aOcimum éx= 12. Conforme o0s autores, esta sugestdoimplicaque as
espécies pertencentes ao clado O.basilicum séo tetraplodides, enquanto as
espécies pertencentes ao clado O. americanum  sao hexaploides. Os  autores
especulam que o numero basico de cromossomos para O. gratissimum poderia ser
x = 10 e que as diferencas no tamanho do genoma e nimero de cromossomos em
Ocimum indicamque a evolucdo de seus genomas foi acompanhada por

delecédo / amplificacdo e rearranjos cromossdmicos e poliploidizacao.
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4. CONCLUSAO

O numero cromossdmico 2n = 40 também foi encontrado nesse estudo
para a alfavaca roxa, o que pode ser um indicativo de proximidade genética com a

alfavaca-cravo.
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CAPITULO 6- ESTUDOS DE VIABILIDADE DOS GRAOS DE POLEN E DAS
TETRADES DE ALFAVACA-CRAVO E ALFAVACA-ROXA POR COLORACAO
COM CARMIM ACETICO

RESUMO

O estudo dos graos de pdlen é fundamental em taxonomia, melhoramento genético
e estudos de relacionamento entre os tdxons. As espécies do género Ocimum
(familia Lamiaceae), conhecidas como manjericbes e alfavacas, produzem Oleos
essenciais amplamente utilizados pelas populagbes por suas propriedades
terapéuticas. Apesar da grande utilizacdo das plantas medicinais pelas populagdes,
o0 cultivo ainda € muito incipiente, muitas vezes a identificacdo das espécies
coletadas ndo é feita de maneira correta, além do que ha escassez de estudos
envolvendo plantas medicinais no territdrio brasileiro. Visando contribuir com
informacdes sobre aspectos reprodutivos do género Ocimum, o presente trabalho
tem como objetivo determinar a viabilidade dos grédos de podlen e das tétrades de
alfavaca-cravo e alfavaca-roxa. Para estimar a viabilidade polinica, as anteras foram
maceradas sobre laminas e coradas com carmim acético a 2%. Foram avaliadas 5
laminas para cada espécie e considerados como pdlen viavel os corados, e como
inviaveis os ndo corados, utilizando-se o aumento de 40x. Para o estudo da
viabilidade das tétrades foi utilizado o mesmo procedimento, porém, utilizou-se para
a observacao e contagem, uma antera por flor e utilizando-se 6 laminas para cada
espécie, em um total de 114 tétrades para alfavaca-cravo e 113 para alfavaca-roxa.
Os resultados foram expressos em porcentagem. Foram observadas altas
porcentagens de viabilidade de graos de poélen e tétrades nas espécies estudadas,

além de apresentarem tamanhos similares.

Palavras-chave: Acetélise. Antera. Lamiaceae.
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ABSTRACT

Study of pollen grains is essential in taxonomy, genetic improvement and studies of
relationships among taxa. Ocimum belonging to family Lamiaceae is commonly used
in folk medicines to treat different diseases. Despite its importance, there is lack of
information on its biology. The objective of this work was to study the viability of the
pollen and tetrads of O. gratissimum L (alfavaca-cravo) and Ocimum sp (alfavaca-
roxa). To verify pollen viability, anthers were macerated on a slide and pollen staining
was done with 2% acetic carmine. Stained pollen grains were counted to estimate
pollen viability were evaluated for each species. To study tetrad viability we used the
same procedure. The results were expressed in percentage. Showed high
percentages of viability of pollen grains and tetrads in the studied species, besides

having similar sizes.

Keywords: Acetolysis. Anthers. Lamiaceae.
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1. INTRODUCAO

As espermatofitas compreendem plantas vasculares produtoras de
sementes, que apresentam heterosporia e gametéfito reduzido (SADAVA et al.,
2011). A geracgdo gametofitica no interior da antera € representada pelos gréos de
pélen ou gametofitos masculinos imaturos (DETTKE; SANTOS; 2011).

A formacdo do grdo de pdlen se inicia quando as células precursoras
aumentam de volume e sofrem meiose. Cada célula, apés a primeira divisdo
meiodtica, origina duas células haploides que juntas formam as diades. ApGs a
segunda divisdo, formam-se quatro micrésporos, que juntos formam as tétrades e,
ap6s diferenciacéo, originam os grdos de pélen (ARAUJO; BRUCKNER, 2008;
DETTKE; SANTOS; 2011).

Os graos de polen variam consideravelmente em tamanho e forma, desde
menos de 20 um até alcancar valores superiores a 250 um em diametro. Muitas
familias, géneros e espécies de plantas podem ser identificados somente pelos seus
graos de polen, baseando-se em caracteristicas como tamanho, nimero e tipo de
abertura através das quais 0s tubos polinicos crescem, estrutura e ornamentacéo da
parede (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001; GASPARINO; CRUZ-BARROS, 2006)
e a unidade polinica, onde os graos de pdlen podem se apresentar isolados
(mbnade), ou agrupados em diades, tétrades, poliades (GASPARINO; CRUZ-
BARROS, 2006). A viabilidade do grao de pélen, por sua vez, pode ser testada
através da capacidade de germinacdo, bem como pela presenca de citoplasma
(ABREU et al., 2008).

Dettke e Santos (2011) identificaram espécies de Passiflora L.
(Passifloraceae) através das caracteristicas morfolégicas e histoquimicas de antera
e grao de pdlen de espécies nativas da Regido Sul do Brasil, contribuindo para as
analises taxondbmicas e sistematicas do grupo. Nos estudos de Azevedo et al.
(2011), caracteristicas morfolégicas do grdo de pdlen foram uteis na diferenciacéo
de espécies do género Centrosema (Fabaceae). Moura et al. (2004), por sua vez,
constataram variada morfologia polinica nas espécies coletadas de ecossistemas de
varzea e igap0, contribuindo para ampliar os estudos botanicos de espécies da
Amazobnia Central.

Comportamento meiético e viabilidade dos grdos de pdlen foram

estudados por Praca-Fontes e Viccini (2011) em espécies medicinais do género
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Lippia (Verbenaceae) e por Corréa et al. (2005), em Araceae, visando proporcionar
subsidios para o estudo taxonémico dos grupos. Enquanto Sacoman et al. (2011)
analisaram os efeitos da toxicidade da poluicdo atmosférica no material genético e a
viabilidade polinica de Tradescantia pallida, Piccinini et al. (2010) estudaram a
estimativa da viabilidade polinica de Eragrostis plana visando contribuir com
informacgdes sobre a biologia reprodutiva dessa graminea invasora.

O fato da morfologia polinica ndo estar sujeita as alteracdes ambientais
sendo desta forma bastante estavel, torna o estudo dos grados de polen altamente
eficaz a Taxonomia Vegetal colaborando para o entendimento das relacdes entre 0s
diferentes grupos de plantas, na tentativa de tragar as linhas evolutivas entre os
taxons (GASPARINO; CRUZ-BARROS, 2006).

Assim, o estudo e a caracterizacdo dos gréos de polen sdo fundamentais
em estudos taxondmicos, melhoramento genético, filogenia e paleobotanica
(NUNES; BUSTAMANTE; MITTELMANN, 2012).

Lamiaceae é uma importante familia botanica que possui varios
representantes com propriedades medicinais (ALMEIDA, 2002; JUDD et al., 2002);
entre 0s géneros que compdem a familia destaca-se Ocimum, cujas espécies
produzem 0Oleos essenciais muito utilizados na medicina popular no tratamento de
doencas e na utilizacdo na industria de fitoterapicos, perfumes e cosméticos
(VIEIRA, 2009).

No Brasil, cerca de 20% de nossa populacdo consome 63% dos
medicamentos disponiveis; 0 restante encontra nos produtos de origem natural,
especialmente nas plantas medicinais, a Unica fonte de recurso terapéutico (DI
STASI, 1996 citado por MARINHO et al., 2007).

Apesar da grande utilizacdo das plantas medicinais pelas populacdes, o
cultivo ainda é muito incipiente e muitas vezes nem a identificacdo das espécies
coletadas é feita de maneira correta (BLANK et al., 2003). Nas condicdes
brasileiras, a maioria das plantas medicinais ainda ndo € cultivada, e sim, coletada
através do extrativismo, e das que sdo cultivadas, grande parte encontra-se no
estagio inicial de domesticacao (CHAVES, 2002).
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Quanto ao género Ocimum ndo h& muitos trabalhos disponiveis
(CHAVES, 2002), além disso, ha dificuldades na classificacdo das espécies, sendo a
taxonomia e nomenclatura bastante confusa (PATON; HARLEY; HARLEY, 1999),
devido apresentarem grande variabilidade morfolégica (VIEIRA et al., 2002) e muitos
quimiotipos (BIASI et al., 2009). Além disso, ocorre com frequéncia a hibridizacéo e
a poliploidizacdo de espécies do género, o que dificulta ainda mais a classificacdo e
a determinacao do relacionamento entre os tdxons (ALMEIDA et al., 2004).

Dessa forma, conhecer os aspectos da biologia reprodutiva das espécies
€ importante ndo s6 para subsidiar programas de melhoramento, mas também para
compreender o processo de domesticacdo das espécies (FACANALI et al., 2009).

O presente trabalho tem como objetivo estimar a viabilidade das tétrades
e dos graos de podlen de alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum L.) e alfavaca-roxa
(Ocimum sp), visando ampliar o conhecimento acerca de aspectos reprodutivos de

espécies medicinais pertencentes a familia Lamiaceae.
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2. MATERIAL E METODOS

O estudo da viabilidade dos gréos de pdlen e das tétrades por coloracao
foi realizado em julho e agosto de 2012 no Laboratério de Citogenética do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara- UFC. Foram coletadas
inflorescéncias de diferentes individuos de alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum L.)
e alfavaca-roxa (Ocimum sp) cultivados na area experimental do Nucleo de Ensino
e Pesquisa de Agricultura Urbana- NEPAU/ UFC. Os testemunhos botanicos foram
depositados no Herbario Prisco Bezerra da UFC registradas sob n® 49804 e n°
49805, para Ocimum sp e Ocimum gratissimum, respectivamente.

As inflorescéncias, em diferentes fases de desenvolvimento, foram
coletadas pela manha e fixadas no local de coleta, em etanol: acido acético (3:1)
durante um periodo de 24 horas em temperatura ambiente. ApOs esse periodo,
foram colocadas em alcool 70% e mantidas sob refrigeracdo até o momento do
ensaio.

O namero de graos de pdlen por flor e a estimativa da viabilidade polinica
foram determinados a partir de botdes florais em pré-antese. As anteras (quatro por
botdo) foram dissecadas com auxilio de microscopio estereoscopico e os graos de
polen foram transferidos para laminas de microscopia. A analise da viabilidade dos
graos de polen foi realizada segundo a técnica de coloracdo de Medina & Conagin
(1974), o qual consiste no esmagamento de anteras em carmim acético a 2% e
observacédo em microscopio optico.

Foram avaliadas 5 laminas para cada espécie. Foram examinados e
contados como polen viavel os corados, e como inviaveis os ndo corados, utilizando-
se 0 aumento de 40x. Foram contados, no total, 6.130 graos de pdélen de alfavaca-
cravo e 4.452 de alfavaca-roxa.

Com os numeros obtidos calculou-se a porcentagem de viabilidade,

considerando-se como 100% o total de grédos contados:

Viabilidade do pdlen (%) = n° de grdos de pdlen corados x 100
N° de gréos de poélen total
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Para o estudo da viabilidade das tétrades foi utilizado o mesmo
procedimento, porém, utilizou-se para a observacdo e contagem, uma antera por
flor. Foram utilizadas 6 laminas para cada espécie e quantificou-se, em cada lamina,
o total das tétrades, sendo 114 para alfavaca-cravo e 113 para alfavaca-roxa, sendo
os resultados da viabilidade expressos em porcentagem.

As observacdes e captura das imagens dos gréos de pélen e das tétrades
foram feitas através de microscopio optico Axioscope Al (Carl Zeiss ®), capacidade

de aumento 100x, acoplado a camera fotogréfica digital (Figura 36).

Figura 36. Observacfes de grdos de pdlen de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa.
Fortaleza, CE, 2012.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 13. Viabilidade média de graos de pdlen de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa.

Espécie N° total Média de viabilidade do podlen
(%)
Alfavaca-cravo 6.130 99,71
Alfavaca-roxa 4.452 98,47

Tabela 14. Viabilidade média das tétrades de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa.

Espécie N° total Média de viabilidade das
tétrades (%)
Alfavaca-cravo 114 54,66
Alfavaca-roxa 113 74,86

Na avaliacdo da viabilidade polinica, pode-se perceber que houve alta
taxa da viabilidade dos grdos de polen para as duas espécies. Quanto maior a
viabilidade, maior o indice de fertilizacdo (SOUZA; PEREIRA; MARTINS, 2002).
Piccinini et al. (2010), na avaliacdo da estimativa da viabilidade dos gréos de polen
de capim-annoni (Eragrostis plana) pelo método de coloracdo com orceina acética
2%, observaram que todos os individuos analisados apresentaram 100% de
viabilidade, ndo encontrando graos de pélen néo corados.

Almeida et al. (2004), analisando a viabilidade dos grdos de pdlen de
alfavacéo (O. officinalis L.) obtiveram porcentagem média de viabilidade de 97% na
pré antese, 97% na antese e 98% na pds-antese.

O corante carmim acético possui a caracteristica de impregnar parede,
citoplasma e o nucleo de células com potencial embriogénico (SACOMAN et al.,
2011). Os graos de podlen considerados viaveis sdo 0s que ndo possuem alteracdes
estruturais, apresentam citoplasma totalmente corado e  distribuidos
homogeneamente (TWELL, 1995 citado por SACOMAN et al., 2011).

Quanto a viabilidade das tétrades, o0 resultado mostra que as

porcentagens ficaram acima de 54%.
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Corréa et al. (2005) verificaram altas percentagens tanto de tétrades
normais (93,1 a 100%) como de graos de polen viaveis (81,6 a 100%) em estudos
com 17 espécies pertencentes a familia Araceae, sendo que em todas as espécies,
sem excecao, a média dos graos de pdlen viaveis foi significativamente superior a de
inviaveis.

De acordo com os autores, uma alta percentagem de gréos de pdlen
viaveis € esperada como resultado de um alto percentual de tétrades normais, as
quais refletiiam diretamente um processo meiético regular.

Observa-se nas Figuras 37 e 38 amostras de graos de pélen de alfavaca-

cravo e alfavaca-roxa.
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Figura 37. Graos de pdlen corados com carmim acético 2% de alfavaca-cravo.
Fortaleza, CE, 2012.
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Figura 38. Grdo de polen e tétrade corados com carmim acético 2% de alfavaca-
roxa. Fortaleza, CE, 2012.
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4. CONCLUSAO

Foram observadas altas porcentagens de viabilidade de gréos de polen e

das tétrades em alfavaca-cravo e alfavaca-roxa.
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Anexo 2. Ambiente externo e em casa de vegetacao.
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Anexo 3. Determinacao de area foliar através de integrador de area foliar. Detalhe
das folhas de alfavaca-cravo cultivadas em pleno sol.

-

Anexo 4. Estudo da viabilidade do pdlen de alfavaca-cravo e alfavaca-roxa no
Laboratorio de Citogenética (UFC). Inflorescéncias fixadas em etanol: acido acético
3:1.
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Anexo 5. Laminas prontas para serem observadas em microscoépio.

Anexo 6. Sementes de Alfavaca-cravo (L2) e Alfavaca-roxa (L3)
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Anexo 7. Textura da semente de Alfavaca-cravo.



