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CAPITULO 1

RESUMO

TRENTO, SABRINA DE MATOS. Hiperidricidade, luz e reguladores de
crescimento no cultivo in vitro de manjericio (Ocimum basilicum L.) 2017. 64 p.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia/ Fitotecnia) — Programa de Pos-Graduagdo em
Agronomia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.!

O manjericdo, pertencente a familia Lamiaceae, faz parte de um grupo de plantas
medicinais e aromaticas de grande valor econdmico, em virtude da qualidade do 6leo
essencial que produz. A utilizagdo de técnicas de micropropagagdo em plantas
aromaticas e medicinais proporciona producdo em larga escala. Pela importancia
medicinal e economica do manjericdo, objetivou-se avaliar neste trabalho, o cultivo in
vitro de Ocimum basilicum L. cv Maria Bonita por meio de diferentes fontes de
luminosidade, reguladores de crescimento e concentracdes de meio de cultura. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia da Universidade
Federal de Uberlandia-MG. Primeiramente, desenvolveu-se uma escala para avaliar o
grau de hiperidricidade de plantulas de manjericdo cultivadas in vifro. No primeiro
experimento, foram avaliados cinco reguladores de crescimento, 6-benzilaminopurina
(BAP), cinetina (KIN), esperimidina, espermina e putrescina, e duas fontes de
luminosidade (lampadas fluorescentes brancas e lampadas Growlux). Por intermédio
dos resultados obtidos, observou-se que a lampada Growlux mostrou-se mais
promissora para o cultivo in vifro de manjericio. Em relacdo ao regulador de
crescimento, a cinetina e a putrescina mostraram-se mais eficientes para o cultivo da
espécie. No segundo experimento, foram avaliadas concentra¢des do meio MS (25, 50,
75 e 100%) e diferentes cores de lampadas LED (vermelho, verde e azul) além de
lampadas brancas fluorescentes. Por meio das respostas obtidas, concluiu-se que o meio
MS 100% induziu a uma maior quantidade de plantulas hiperidricas e as lampadas
fluorescentes brancas propiciaram um melhor desenvolvimento das plantulas de
manjericdo. As conclusdes obtidas se basearam na avaliagdo do comprimento da parte
aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), numero de raizes (NR), massa fresca (MF),
massa seca (MS), teor de agua (TA), percentagem de hiperidricidade (%H), grau de
hiperidricidade (GH) e indices de clorofila total (CT).

Palavras-chave: micropropagacdo; reguladores de crescimento; concentragdo de sais;
lampadas.

'0rientador: José¢ Magno Queiroz Luz- UFU



ABSTRACT

TRENTO, SABRINA DE MATOS. Hyperhydricity, light and growth regulators in vitro
cultivation of basil. 2017. 64p. Dissertation (Masters in Agronomy/Phytotechny) -
Federal University of Uberlandia, Uberlandia, MG.!

Basil, which belongs to the Family Lamiaceae, is part of a group of medicinal
and aromatic plants of great economic value, due to the quality of the essential oil it
produces. The use of micropropagation techniques in aromatic and medicinal plants
enables their large scale production. Due to of the medicinal and economic importance
of basil, the objective of the present study was to analyzein vifro culture of Ocimum
basilicum L. cv Maria Bonita using different sources of luminosity,growth regulators
and culture medium concentrations. The experiments were carried out at the
Biotechnology laboratory of the Federal University of Uberlandia-MG. First, a scale
was developed to evaluate the degree of hyperhydricity of basil seedlings cultured in
vitro.During the first experiment, five growth regulators such as 6-benzilaminopurine
(BAP), kinetin (KIN), spermidine, spermine, putrescine and two sources of luminosity
(white fluorescent lamps and Growlux lamps) were evaluated. The results obtained
showed the Growlux lamps to be more promising for in vifro culture of basil. Regarding
growth regulators, kinetin and putrescine proved to be more efficient for species
multiplication. During the second experiment, MS medium concentrations (25, 50, 75
and 100%) and different LED lamp colors (red, green and blue) were assessed, as well
as white fluorescent lamps. By means of the obtained results, it was concluded that the
MS medium at 100% induced a greater quantity of hyperhydric seedlings, and the white
fluorescent lamps, together with lower concentrations of salts, provided optimal
development of basil seedlings. The conclusions collected in the present study were
based on the evaluation of aerial portion length (CPA -> APL), root length (CR -> RL),
number of roots (NR), fresh mass (MF -> FM), dry mass (MS -> DM), water content
(TA -> WC), percentage of hyperhydricity (%H), degree of hyperhydricity (GH -> DH)
and total chlorophyll indices (CT -> TCI).

Keywords: growth regulators,salt concentration,lamps.

"Major: José Magno Queiroz Luz — UFU.
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1. INTRODUCAO GERAL

A utilizac¢do de substancias quimicas extraidas de plantas a serem utilizadas na
fabricacdo de medicamentos para uso humano e de outros produtos, como inseticidas e
fungicidas, tem sido significativa. Dessa forma, o uso de vegetais com o intuito de curar
determinadas doengas vem apresentando mudangas, visto que o conhecimento empirico
acumulado ao longo das gerac¢des foi substituido pelas pesquisas refinadas em centros
especializados (SILVA, 2005).

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) € uma planta aromatica, pertencente a
familia Lamiaceae, utilizada desde os tempos antigos e cujas propriedades medicinais
sdo consagradas pelo uso popular. Por apresentar oleos essenciais e principios ativos
importantes, o manjericdo tornou-se alvo de muitas pesquisas, despertando grande
interesse industrial para a utilizagdo na area alimenticia, de farmacos e cosméticos
(RABELO et al., 2003).

Segundo Blanck et al. (2007), o 6leo essencial de manjericdo da cultivar Maria
Bonita apresenta elevado rendimento quando comparado a outras cultivares, possuindo
substancias de importancia econdmica, terapéutica e condimentar, como o linalol, o
geraniol e o 1,8-cineol. O linalol tem ganhado espaco na agricultura em virtude de suas
propriedades antimicrobianas, inseticidas e repelentes, sendo muito utilizado como
composto de partida para varias sinteses importantes, como a do acetato de linalila,
muito util em opera¢des curativas, preventivas e na conservagdo de graos
(FERNANDES et al., 2004).

Apesar da facilidade de obtencdo de mudas pelo método convencional - por
meio de sementes e estacas, os plantios com a espécie precisam ser formados a fim de
se obter as caracteristicas de interesse, as quais devem apresentar fuste ereto e
crescimento uniforme, com isso melhorando seu rendimento (REIS et al., 2007). Além
disso, uma das maiores dificuldades na utilizag@o de espécies da familia Lamiaceae para
fins farmacéuticos ¢ a variabilidade individual decorrente da heterogeneidade genética e
bioquimica. Considerando tais limitagdes, torna-se necessario o desenvolvimento de
estratégias alternativas que tenham como proposito a produgdo de mudas homogéneas,
gerando biomassa para estudos farmacologicos, além de proteger o germoplasma

existente.



Quando se trata de plantas medicinais, a preocupacdo ndo deve estar relacionada
apenas com a producdo quantitativa de biomassa por hectare, mas também com a
riqueza dos principios ativos contidos (STEFANINI et al, 2002). Por isso, o
desenvolvimento de metodologias de micropropaga¢do ¢ um meio efetivo para a
multiplicagdo rapida de espécies nas quais € necessario obter alta uniformidade de

progénie e producdo em larga escala.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricio da espécie

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) € uma planta aromdatica e medicinal,
originaria da India. Também conhecido como alfavaca, alfavaca-cheirosa, basilico ou
manjericio comum, ¢ a espécie da familia Lamiaceae mais intensamente cultivada no
Brasil (RODRIGUES; SANTOS, 2005). Alguns autores relatam que sua implantagdo no
pais foi intensificada apos a chegada dos imigrantes italianos, ja que, para eles, a planta
faz parte de uma tradi¢do culinaria muito forte (KEITA et al., 2001).

A espécie apresenta caule ereto e ramificado, pode atingir aproximadamente um
metro de altura. Suas folhas sdo delicadas, ovaladas, pubescentes e de cor verde-
brilhante. As inflorescéncias sdo do tipo espiga e compostas por flores brancas, lilases
ou avermelhadas. Sua polinizagdo ¢ cruzada e os frutos sdo do tipo aquénio, de
coloragdo preto-azulada. H4 mais de 60 variedades descritas, com varia¢des na cor,
tamanho e forma das folhas, porte da planta e concentracdo de aroma. As folhas do
manjericdo apresentam sabor e aroma doce e picante caracteristico e sdo utilizadas secas
ou frescas na preparacdo de diversos pratos quentes ou frios. Além disso, essas espécies
sdo caracterizadas também pela presenca de numerosos tricomas glandulares que
recobrem a maior parte dos orgdos aéreos. A grande importancia econdmica dessa
familia se deve principalmente aos Oleos essenciais produzidos e armazenados nessas
estruturas (MARTINS, 1996).

O manjericio ¢ utilizado principalmente na gastronomia, na industria
alimenticia, no paisagismo, na medicina popular, na industria farmacéutica, de perfumes
e na producdo de oOleos essenciais (ROSAS et al., 2004; LORENZI;, MATOS, 2002;
SIMOES; SPITZER, 2003). Na gastronomia, as folhas verdes sdo usadas em massas,
saladas e condimentos in natura, sendo que as folhas secas inteiras ou moidas integram
molhos de tomate e pestos (DEBAGGIO;, BELSINGER, 1996). As cultivares com
folhas arroxeadas ou purpuras também s3o utilizadas como plantas ornamentais
(LORENZI, MATOS, 2002; SANTOS, 2007). Na medicina natural e fitoterapia, o
manjericdo ¢ indicado como antisséptico, antibacteriano, antiflamatério, antimicrobiano
e antioxidante (AVILA, 2008). O seu cha é estimulante digestivo, antiespasmodico

gastrico e antireumatico (LORENZI; MATOS, 2002). Na aromaterapia, por sua vez, ¢



utilizado para aliviar ansiedade, stress, depressdo e fadiga, além de fortalecer o sistema

nervoso central (GROSSMAN, 2005).

2.2 Cultivar Maria Bonita

Um dos principais objetivos dos programas de melhoramento genético para a
cultura do manjericdo ¢ selecionar novas cultivares, cada vez mais uniformes e
padronizadas em relag@o aos constituintes do oleo essencial. Desde 2000, o programa de
melhoramento genético da Universidade Federal de Sergipe realiza muitas pesquisas
para analisar o comportamento de acessos de manjericio e buscar aqueles que
apresentam alta producdo de éleo essencial e acessos ricos principalmente em linalol
(BLANK et al., 2004; BLANK et al., 2007).

Segundo Blank et al. (2004), ao estudarem55 gendétipos diferentes de Ocimum
sp., 0 acesso P1197442 (coloragdo: pétala — rosea e sépala — roxa, espécie O.basilicum)
destacou-se no teor oleo essencial com 2,536 mL/100g e no rendimento de oleo
essencial com 21,817 L/ha. Por intermédio do acesso PI 197442, do Banco de
Germoplasma North Central Regional PI Station, EUA, Blank et al. (2007)
desenvolveram a primeira cultivar nacional de manjericdo (Ocimum basilicum, L.)
registrada no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento do Brasil, a qual foi
denominada de Maria Bonita. Se comparada a outras cultivares, essa cultivar possui
expressivo teor e rendimento de Oleo essencial e apresenta como componentes
majoritarios o linalol, o geraniol e 1,8-cineol na sua composi¢do quimica (BLANK et
al., 2007).

A cultivar Maria Bonita possui comprimento médio de folha de 6,5 cm e largura
de folha de 2,8 cm, largura média de copa de 45,70 cm, didmetro médio do caule de
1,32 cm, altura média de 45,50 cm e habito de crescimento ereto, o que favorece a sua

colheita, tanto manual como mecanizada (Figura 1) (BLANK et al., 2007).
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FIGURA 1 - Ocimum basilicumL. (cultivar Maria Bonita).
Fonte: www .ainfo.cnptia.embrapa.br

Essa espécie € comercialmente cultivada para utilizagdo de suas folhas verdes e
aromaticas, as quais sdo usadas frescas e secas como aromatizante ou tempero. Seu 6leo
essencial possui atividades anticonceptiva e antigiardial (BLANK et al., 2004).

Estudos indicam que uma das grandes limitagdes da utilizacdo de espécies da
familia Lamiaceae para fabricagdo de remédios e cosméticos € sua grande variabilidade
individual, em virtude da heterogeneidade genética e bioquimica. Além disso, o declinio
no teor de principios ativos ou de Oleos essenciais em plantas medicinais € comum
quando essas sdo cultivadas por longos periodos e submetidas a varios cortes. Dessa
forma, o desenvolvimento de técnicas que maximizem o cultivo de espécies medicinais
¢ uma forma de assegurar a quantidade e a regularidade do fornecimento de matéria-
prima, controlando os fatores que influenciam na sua qualidade fitoquimica e
farmacoldgica e garantindo o fornecimento de principios ativos de exceléncia

(LOURENZANI et al., 2004; PINTO et al., 2008, CHAGAS et al., 2011).

2.3Cultura de tecidos vegetais

O cultivo in vifro é uma técnica que permite o crescimento de células, tecidos ou
orgdos vegetais isolados a partir de uma planta-mae, em meio nutritivo € em condi¢des
assépticas e ambientais (iluminagdo e temperatura) controladas (GEORGE, et al., 2008).
A cultura de tecidos € uma importante ferramenta biotecnologica utilizada com sucesso
para propaga¢do clonal de plantas, obtencdo de plantas livres de patogenos,
melhoramento e transformacgdo genética, fertilizacdo im vifro, resgate de embrides,

conservagdo de germoplasma e também para a producdo de metabdlitos secundarios
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(GEORGE.et al., 2008; ENGELMANN, 2011). Essa técnica pode ser empregada em
diferentes espécies, incluindo as plantas medicinais e aromaticas, principalmente no que
diz respeito a obtencdo de gendtipos produtores de compostos medicinais de interesse
(COSTA etal., 2007).

A regeneracdo de plantas por meio do cultivo in vitro baseia-se no principio da
totipoténcia celular, proposto pelo fisiologista Haberlandt que, em 1902, relatou que as
células vegetais possuiam o potencial genético para regenerar uma planta inteira
(FLORES, 2006).

Dentre as técnicas da cultura de tecidos, a micropropagacdo ¢ uma das que tém
maior destaque por sua ampla aplicacdo pratica e pela obtencdo de resultados mais
concretos (GRETTAPAGLIA; MACHADO,1998;, GEORGE, et al,, 2008). Para as
plantas aromaticas e medicinais, as técnicas de micropropagagdo utilizadas dependem,
principalmente, dos objetivos da propagacdo e das caracteristicas da planta em estudo.
Dessa forma, sistemas de propaga¢do por meio da cultura de meristemas, cultura de
calos e segmentos nodais tém sido aplicados na multiplicagdo de plantas aromaticas e
medicinais (BAJAJ et al., 1988).

A influéncia do gendtipo sobre o comportamento in vifro tem mostrado que
alguns ajustes devem ser realizados para distintos gendtipos visando a otimizagdo dos
seus processos de micropropagagdo (EVANS et al., 1984).

Varios protocolos de micropropagagdo tém sido estudados para diversas espécies
medicinais. Entretanto, o sucesso desse processo depende de alguns fatores, como tipo
de explante, meio de cultura, regulador de crescimento, condi¢des de incubagdo, dentre

outros (DESCHAMPS, 1993; KOMALAVALLIL; RAO, 2000).

2.4 Meios de cultura

Os componentes do meio de cultura podem afetar varios fatores do cultivo in
vitro, por 1isso sdo estabelecidas varias modificagdes genotipo-especificas da
composi¢do do meio nutritivo, com intuito de promover melhorias no cultivo in vifro da
espécie estudada (LONDE et al., 2012). Esses meios nutritivos nada mais sdo do que
combinagdes de sais minerais (macro e micronutrientes), carboidratos, vitaminas e

reguladores de crescimento, que podem ser solidos, utilizando um agente solidificante,



ou liquidos, de acordo com o protocolo para o sistema de cultivo (CALDAS et al,,
1998).

Os minerais incluidos na maioria dos meios utilizados na micropropagagdo de
plantas foram definidos por White em 1951 e utilizados durante muitos anos como meio
basico para diferentes espécies. O meio MS de Murashige e Skoog (1962) foi
desenvolvido a partir de testes de suplementacdo do meio de White com extratos de
folhas de fumo sendo uma das primeiras formula¢des melhoradas e utilizadas em
cultura de tecidos de plantas, apresentando altos niveis de nitrato, potdssio € amonio
(GAMBORG et al., 1968). Atualmente, esse meio nutritivo ¢ o mais utilizado para o

desenvolvimento in vitro de plantas.

2.5 Reguladores de crescimento

O sucesso do cultivo in vitro de espécies vegetais depende de fatores associados
a inducdo e ao controle da morfogénese quanto a regeneragdo de brotos e raizes no
processo de organogénese, tornando-se imprescindivel o controle da composi¢do do
meio de cultura (SOUZAet al., 2010).

Os eventos fisiologicos de germinagdo, crescimento e desenvolvimento que
ocorrem nos vegetais representam um processo integrado e complexo, havendo uma
estreita relagdo desses eventos com a agdo dos hormonios vegetais. Inimeros compostos
sintéticos (reguladores de crescimento vegetal) reproduzem os efeitos dos hormonios
endogenos e seu uso ¢ rentavel e bastante utilizado (ROSA et al., 2002). Diversas
classes de reguladores vegetais tém sido empregadas nas técnicas de cultura de tecidos,
com énfase na suplementa¢ido do meio com auxinas e citocininas.

Conforme ¢ relatado por Kieber (2004), as citocininas estdo relacionadas aos
processos fisiologicos de crescimento, incluindo a senescéncia foliar, a mobilizagéo de
nutrientes, a dominancia apical, a formagdo e a atividade dos meristemas apicais, o
desenvolvimento floral, a germinagdo de sementes e a quebra de dorméncia das gemas.

O tipo de citocinina e a sua concentragdo sdo fatores fundamentais para o bom
desempenho da multiplicagdo in vifro. Grattapaglia e Machado (1998) ressaltam que as
citocininas 6- benzilaminopurina (BAP) e cinetina (KIN) s3o muito eficazes em
promover a multiplicagdo de plantas e sdo as principais citocininas utilizadas no cultivo
in vitro para melhorar a micropropaga¢do, com aumento no numero de gemas, folhas e

brotos, e para induzir um acréscimo na produgdo de massa fresca e qualidade das



plantas cultivadas. Porém, embora sejam as mais utilizadas, ndo sdo ideais para todas as
espécies (TORRES et al., 1998).

Juntamente com as citocininas e as auxinas, outra classe de substancias que vém
sendo empregada para estimular o desenvolvimento vegetal in vifro sdo as poliaminas.
A adi¢do de poliaminas ao meio de cultura tem mostrado um efeito estimulador de
crescimento em varias plantas (SCOTT et al., 1998), estando envolvidas na regulagio
do crescimento, divisdo e diferenciacdo celular (RAJAM, 1997). Além disso, essas
substancias tém sido relatadas como antioxidantes eficientes em sistemas experimentais,
exercendo este efeito por meio da prote¢do de componentes celulares, tais como
membranas, acidos nucléicos e acidos graxos poli-insaturados, de danos oxidativos

(LOVAAS, 1991; LOVAAS, 1996).

2.6 Qualidade e fontes de luz

Os vegetais utilizam a sinalizagdo da qualidade de luz para a determinagdo do
padrdo de crescimento (ALMEIDA; MUNDSTOCK, 2001), crescendo sob uma regido
limitada do espectro visivel e exibindo morfologia e fisiologia determinadas pelas
variagdes nesse espectro (ESKINS; BEREMAND, 1990).

Alguns estudos relatam que alteragdes espectrais tém efeitos em processos de
germinagdo de sementes, inibi¢do do alongamento do hipocétilo, expansdo dos
cotilédones e das folhas, enverdecimento e biossintese de pigmentos, alongamento do
caule e inducdo do florescimento (SAITOU et al.,, 2004; TAIZ; ZIEGER, 2004,
TSEGAY et al.,, 2005; WELLER et al., 2000).

Marks e Simpson (1999) concluiram que, com a variagdo na qualidade espectral,
¢ possivel manipular o crescimento in vitro de diversas espécies de uma maneira
alternativa a adi¢do de reguladores de crescimento ao meio de cultura.

Segundo Erig e Schuch (2005), a qualidade da luz afeta a eficiéncia biologica
dos fitorreguladores adicionados ao meio de cultura, bem como o balango hormonal nos
tecidos.

Para a realizag@o da fotossintese, os pigmentos vegetais absorvem de forma mais
eficiente a energia proveniente de comprimentos de onda na faixa do azul (390 a 500
nm) e do vermelho (600 a 700 nm), refletindo a cor verde, caracteristica da maioria das

folhas (Figura 2).
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FIGURA 2 - Taxa fotossintética das plantas segundo o comprimento de onda de luz
(SANTOS, 2011).

Embora as lampadas fluorescentes sejam comumente utilizadas nas salas de
crescimento dos laboratdrios de micropropagag¢do (BULA et al, 1991), esse tipo de
fonte de luz ndo € considerado como 6timo, pois essas lampadas sdo particularmente
ricas em comprimentos de ondas azuis (SALISBURY; ROSS, 2012). Poucos estudos
mencionam a utilizagdo de lampadas Growlux no cultivo in vifro, sendo que esse tipo de
lampada apresenta comprimentos de ondas azuis, laranjas e vermelhos.

As lampadas LED também possuem caracteristicas mais avangadas do que as
lampadas fluorescentes e incandescentes, comumente usadas como fontes de radiagdo
convencional. Dentre essas caracteristicas, destacam-se: o comprimento de onda
especifico, pequena massa e volume, longo periodo de vida e baixo aquecimento. Este
ultimo contribui para a aquisi¢do de um sistema de resfriamento menos potente e que,
consequentemente, consumird menos energia (ROCHA et al., 2010, ROCHA et al.,
2013).

Existem alguns trabalhos de avaliagdo do uso das lampadas LED como fonte de
luz alternativa as lampadas tradicionais utilizadas na sala de cultivo in vifro de plantas
de espécies como morangueiro (ROCHA et al., 2010) e orquidea (SKIN et al., 2008),
entre outras. De acordo com esses autores, as LEDs tém contribuido para o aumento da
quantidade de clorofila, nimero de brota¢des por explante e comprimento da brotagao.

No entanto, estudos da qualidade de luz na micropropagagdo ainda sdo escassos
e também ndo sdo claros os efeitos do espectro e dos niveis de irradidncia no
crescimento de plantulas durante o cultivo in vitro.

Por isso, sabendo que a qualidade da luz pode gerar respostas positivas no

desenvolvimento dos vegetais in vitro, o seu estudo surge como uma ferramenta na
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manipulagdo da indug@o de balangos fisioldgicos favoraveis a respostas especificas no

crescimento das plantas.
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CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO DE UMA ESCALA PARA QUANTIFICACAQ DO
GRAU DE HIPERIDRICIDADE EM PLANTULAS DE MANJERICAO
CULTIVADAS IN VITRO

RESUMO

TRENTO, SABRINA DE MATOS. Desenvolvimento de uma escala para
quantificacdo do grau de hiperidricidade em plantulas de manjericio cultivadas in
vitro. 2017. 64 p. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia/ Fitotecnia) — Programa de Pos-
Graduagiio em Agronomia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.!

A hiperidricidade ¢ um distarbio morfolégico, fisiologico e bioquimico
desencadeado principalmente por fatores quimicos, como os componentes do meio de
cultura e o uso de reguladores de crescimento em altas concentragdes. O manjericdo ¢é
uma planta medicinal muito sensivel a esses disturbios fisiologicos, no entanto ndo
existem na literatura estudos que quantifiquem a intensidade da hiperidricidade
ocasionada pelo cultivo in vitro dessa espécie. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
e validar uma escala para quantificagdo de grau de hiperidricidade em plantulas de
manjericdo cultivadas in vitro. Para a elaboragdo da escala, foram selecionadas duas
plantulas que representassem o maximo e o minimo grau de hiperidricidade entre todas
as plantulas do experimento e, a partir disso, foram escolhidas quatro plantulas com
graus intermediarios de hiperidricidade. Dessa forma, a escala foi composta por seis
niveis de intensidade de vitrificac¢do: 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0, a qual foi validada por
dez avaliadores sem experiéncia na quantificacdo desse disturbio. Primeiramente, a
intensidade de hiperidricidade foi estimada pelos dez avaliadores sem auxilio da escala
e, em seguida, com a utilizagdo da escala proposta, em 60 plantulas aleatérias de
manjericdo, com niveis de intensidade heterogéneos. Regressdes lineares simples,
relacionando os valores das intensidades reais e intensidades estimadas, foram utilizadas
para andlise da acuracia dos avaliadores, enquanto os coeficientes de determinacdo e
variancia dos erros absolutos determinaram a precisdo dos avaliadores. Constatou-se
precisdo nas estimativas visuais de intensidade desse disturbio fisiologico pelo uso da
escala proposta. A escala proposta € adequada para estimar a intensidade de
hiperidricidade em plantulas de manjericdo, sendo possivel sua utilizagdo em pesquisas
no cultivo in vitro da espécie.

Palavras chave: vitrificago, disturbio fisiologico, Ocimum basilicum L.

'0rientador: José¢ Magno Queiroz Luz- UFU
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ABSTRACT

TRENTO, SABRINA DE MATOS. Development of a scale for quantification of the
degree of hyperhydricity in basil seedlings cultivated in vitro.2017.64 p. Dissertation
(Masters in Agronomy/Phytotechny). Federal University of Uberlandia. Uberlandia,
MG

Hyperhydricity is a morphological, physiological and biochemical disorder
triggered mainly by chemical factors such as culture medium components, especially
the use of growth regulators in high concentrations. Basil is a medicinal plant very
sensitive to these physiological disorders, however, there are no studies in the literature
that quantify the intensity of hyperhydricity caused by im vitro cultivation of this
species. The objective of this work was to develop and validate a scale for
quantification of the degree of hyperhydricity in basil seedlings cultivated in vifro For
the construction of the scale, two seedlings were selected that represented the maximum
and minimum degree of hyperhydricity among all the seedlings of the experiment and
from that, four seedlings with intermediate degrees of hyperhydricity were chosen.
Thus, the scale was composed of six levels of vitrification intensity: 0.0; 1.0; 2.0; 3.0;
4.0 and 5.0, which was validated by ten evaluators with no experience in the
quantification of this disorder. Firstly, the intensity of hyperhydricity was estimated by
the ten evaluators without the aid of the scale, and then, using the proposed scale, in 60
random seedlings of basil, with heterogeneous intensity levels. Simple linear
regressions relating the values of real intensities and estimated intensities were used to
analyze the accuracy of the evaluators, while the coefficients of determination and
variance of the absolute errors determined the accuracy of the evaluators. Accurate
visual estimates of the intensity of this physiological disorder were found using the
proposed scale. The proposed scale is adequate to estimate the hyperhydricity intensity
in Basil seedlings, being possible to use themin vifro cultivation of the species.

Keywords: Vitrification, physiological disturbance, Ocimum basilicum L.

"Major:: José Magno Queiroz Luz- UFU
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1. INTRODUCAO

E inquestionavel que as plantas cultivadas in vitro estio sob condicio de
estresse, visto que a alta umidade relativa, baixa intensidade luminosa, altas
concentragdes de sais presentes nos meios de cultura e os reguladores de crescimento
podem, eventualmente, ocasionar uma desordem fisioldgica e morfologica denominada
de hiperidricidade ou vitrificagdo (ZIV, 1991, FRANCK et al.,, 2004, SAHER et al.,
2004).

Plantas hiperidricas caracterizam-se por apresentarem aspecto translucido,
caules largos e engrossados em didmetro e com entrends mais curtos que os de plantas
normais, 6rgdos menos verdes e facilmente quebraveis, menor formagdo de raizes ou o
ndo enraizamento, folhas grossas, frageis, alongadas e/ou enrugadas e com alteragdes na
densidade e distribui¢do dos estdmatos, nas células-guarda, no nimero e espessura das
camadas da epiderme e do tecido parenquimatico e nas estruturas de defesa mecanica e
quimica, além de desorganizagdo dos tilacoides, menor numero de cloroplastos € menor
quantidade de clorofila (FONTES et al, 1999, GASPER et al, 1991, OLMOS;
HELLIN, 1998; SAEBO et al., 1995).

Além desses sintomas, plantas vitrificadas podem ndo sobreviver ao transplante
para o solo na aclimatizag@o, porque possuem menor teor de massa seca que as normais
e sdo menos lignificadas, dentre outros fatores. Sendo assim, esse fendomeno pode
causar perdas significativas no processo de propagacao in vifro, inviabilizando cultivos
comerciais de produgdo de mudas (HAZARIKA, 2006).

Entretanto, esse disturbio fisioldgico e morfologico € geralmente considerado
reversivel. Isso ndo significa que folhas hiperidricas, uma vez que estejam
completamente formadas e maduras, revertam a sua estrutura normal, mas que novas
brotagdes ou folhas recém-formadas em partes aéreas hiperidricas, apds serem
transferidas para meio ou ambiente ndo propicio a ocorréncia desse fendmeno, podem
ter uma morfologia e anatomia similar a das plantas normais (KEVERS; GASPAR,
2004). Entretanto, esse disturbio fisioldgico e morfologico é geralmente considerado
reversivel. Isso ndo significa que folhas hiperidricas, uma vez que estejam
completamente formadas e maduras, revertam a sua estrutura normal, mas que novas
brotacdes ou folhas recém-formadas em partes aéreas hiperidricas, apds serem
transferidas para meio ou ambiente ndo propicio a ocorréncia desse fendmeno, podem

ter uma morfologia e anatomia similar a das plantas normais (KEVERS; GASPAR,
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2004). Sabendo que a hiperidricidade pode ser reversivel, estudos que avaliam quais
fatores podem formar tecidos hiperidricos e que quantifiquem a intensidade de
hiperidricidade causada por cada fator podem auxiliar na classificagdo, prevencio e
reversibilidade da vitrificacdo em plantas cultivadas in vitro. Por isso, o objetivo deste
trabalho foi elaborar uma escala para mensurar o grau de hiperidricidade ocasionado por
reguladores de crescimento e concentragdes de sais no cultivo in vifro de Ocimum
basilicum L. A escala proposta € uma adaptacio de escalas diagramaticas, sendo que os
parametros de desenvolvimento, avalia¢do e validagcdo pela observagdo da acuracia e
precisdo sdo amplamente utilizados para a elaboracdo de escalas diagramaticas na

avaliagdo de severidade de doengas em plantas.
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2. MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento da escala foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia, campus Umuarama. As plantulas utilizadas para a
elaboracdo da escala foram selecionadas aleatoriamente, a partir do total de 420
plantulas de manjericdo utilizadas para elaboragdo do primeiro experimento desta
dissertacdo, com objetivo de testar diferentes reguladores de crescimentos (6-
benzilaminopurina, cinetina, espermidina, espermina e putrescina) e duas fontes de
luminosidade (l1ampadas fluorescentes brancas e lampadas Growlux) no cultivo in vitro
de Ocimum basilicum L., conforme descrito no capitulo 3. Para o desenvolvimento de
uma escala que pudesse representar fielmente os niveis de hiperidricidade na populagdo
de plantulas do experimento, foram selecionadas duas plantulas que representassem o
maximo e o minimo grau de hiperidricidade na populagdo de plantulas. Posteriormente,
foram designadas quatro plantulas com graus intermediarios de hiperidricidade,
formando assim a escala proposta com seis niveis de hiperidricidade: 0, 1, 2, 3, 4 ¢ 5

(Figura 3).
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FIGURA 3- Escala para quantifica¢@o de hiperidricidade em plantulas de manjericdo
cultivadas in vitro. Uberlandia, 2017. Fonte: Arquivo pessoal.

A validacdo da escala foi realizada em duas etapas. Na primeira, separou-se
aleatoriamente 60 plantulas de manjericio em niveis heterogéneos de hiperidricidade
dentre as 420 do experimento (Figura 4), para estabelecer os graus reais de
hiperidricidade. Para a defini¢do da nota real de hiperidricidade das 60 plantulas
selecionadas, um tnico avaliador com experiéncia realizou a avaliag@o das plantulas por
trés vezes consecutivas, utilizando a escala proposta. O grau real de hiperidricidade foi
estabelecido por meio da média das trés notas atribuidas para cada plantula.

Na segunda etapa, foi realizada a validag@o efetiva da escala. Para isso, dez
avaliadores sem experiéncia em avaliag@o desse disturbio fisiologico foram convidados
para avaliarem a intensidade hiperidrica dessas plantulas, primeiramente sem auxilio da

escala e, em seguida, com a utilizag¢@o da escala proposta.
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FIGURA 4 - Plantulas de manjericdo cultivadas in vifro, retiradas aleatoriamente do
experimento, para a valida¢do da escala proposta. Uberlandia, 2017. Fonte: Arquivo
pessoal.

Para a anédlise da acuracia dos avaliadores, foram utilizadas regressdes lineares
simples, relacionando as notas reais e as notas estimadas de hiperidricidade. No que
concerne a precisdo dos avaliadores, utilizou-se os coeficientes de determinagdo e

variancia dos erros absolutos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observados coeficientes angulares (a) médios de 0,977 e 0,896 sem e com
a utilizagdo da escala, respectivamente, entre os avaliadores. Ja os coeficientes lineares
(b) médios dos avaliadores foram de 0,062 e 0,130, respectivamente sem e com a
utilizacdo da escala (Tabela 2). Os valores de coeficiente angular e linear obtidos com a
utilizagdo da escala ndo evidenciaram melhoria da acuracidade dos avaliadores, quando
comparado aos valores obtidos sem o uso da escala. Isso porque o valor médio do
coeficiente angular distanciou-se de 1 e o valor médio do coeficiente linear distanciou-
se de 0, como descrito por Mazaro et al. (2006), ao desenvolver a escala diagramatica

para avaliag@o da severidade de doenca foliar na cultura do morango.
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TABELA 2 - Coeficientes angulares (a), lineares (b) e de determinagdo (R?) de
equagdes de regressdo linear simples, relacionando estimativas visuais e reais de grau de
hiperidricidade efetuadas por dez avaliadores, sem e com o uso da escala proposta, a
partir de 60 plantulas de manjericdo com sintomas de hiperidricidade. Uberlandia, 2017.

Sem escala Com escala
Avaliador
a b R? a b R?
1 0,634 1,055 0,497 0,972 0,122 0,886
2 1,129 -0,550 0,872 1,039 0,157 0,925
3 0,983 0,454 0,847 1,038 0,040 0,855
4 0,914 0,763 0,764 0,860 0,741 0,801
5 1,132 -0,177 0,862 1,054 -0,007 0,869
6 1,179 -1,667 0,840 1,122 -0,329 0,846
7 1,083 0,003 0,864 1,060 0,140 0,886
8 0,951 0,477 0,819 1,079 -0,434 0,841
9 0,983 -0,210 0,752 0,869 0,531 0,801
10 0,790 0,478 0,635 0,875 0,340 0,795
Média 0,977 0,062 0,775 0,896 0,130 0,851

No entanto, a utilizagdo da escala colaborou para um coeficiente de
determinagdo (R?) de 0,851 entre os avaliadores, enquanto a ndo utilizagdo da escala
refletiu em um coeficiente médio de determinacdo de 0,775. Tal situagdo nos leva a
considerar que a utilizag¢@o da escala contribuiu para o aumento da precisdo da avaliagdo
do grau de hiperidricidade, haja vista que os valores estimados pelos avaliadores
mostraram-se repetidamente mais proximos dos reais graus de hiperidricidade. A figura
5A ilustra com clareza a maior dispersdo das notas de hiperidricidade estimadas em
relacdo a notas reais sem a utilizag@o da escala. A figura 5B, por sua vez, revela a maior
aproximacdo dos graus estimados com os graus reais de hiperidricidade com a

utilizagdo da escala.
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FIGURA 5-Relacdo entre o grau de hiperidricidade real e estimado de plantulas de
manjericdo, a partir da avaliagdo por dez avaliadores sem o uso da escala proposta (A) e
com a utilizagdo da escala (B). Uberlandia, 2017.

O aumento da precisdo da avaliagdo do grau de hiperidricidade pela utilizagio da
escala proposta foi constatado também ao se observar os erros absolutos (grau de
hiperidricidade real menos o grau de hiperidricidade estimado) obtidos pelas avaliagdes
dos dez avaliadores. Sem o uso da escala, foram observadas estimativas de até 4,00
graus superiores ao real grau, e de até -3,00 abaixo do real, sendo as médias de 1,72 e -
1,78 graus, respectivamente. Por outro lado, o uso da escala contribui para a menor
amplitude dos erros absolutos, haja vista que a maxima estimativa superior foi de 3,17,
enquanto a estimativa inferior foi de -2,00, com média de 1,64 e -1,35, respectivamente
(Tabela 3).

TABELA 3- Erros absolutos obtidos pela diferenga entre os graus de hiperidricidade
reais estimados por dez avaliadores, sem e com a utilizacdo da escala, a partir de 60
plantulas de manjericdo com sintomas de hiperidricidade. Uberlandia, 2017.

Avaliador Sem escala Com escala
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Maiximo Minimo Maiximo Minimo
1 2.00 33.00 1.20 21,00
2 133 22,00 0,67 21,33
3 1,17 22,00 1,17 21,33
4 1,17 22,50 1,00 22.00
5 1,50 21,33 1,50 21,33
6 1,67 _1.17 1,67 21,50
7 1,17 -1.33 1,17 21,33
8 1,17 21,50 1,67 1,17
9 2.00 21,50 3.17 21,33
10 4,00 -1.50 3.17 117
Média 1,72 21,78 1,64 1,35
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FIGURA 6- Erros absolutos (diferenga entre o grau de hiperidricidade real e
severidade estimada) registrados pela avaliagdo do grau de hiperidricidade por dez
avaliadores, sem (a) e com (b) o uso da escala, em 60 plantulas de manjericio cultivadas

in vitro. Uberlandia, 2017.

A figura 6 exemplifica como a precisdo da avaliagdo do grau de hiperidricidade
foi maximizada pela utilizagdo da escala proposta. Os dados apontam a menor
variabilidade dos erros absolutos pela utilizagdo da escala (B) em comparagdo com o0s

dados obtidos sem a utilizagdo da escala proposta (A), ou seja, as superestimagdes e

Grau de Hiperidricidade
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subestimagdes dos graus de hiperidricidade pelos avaliadores foram reduzidas pela
utilizagdo da escala.

O aumento da precisdo de uma escala diagramatica com os mesmos principios
de construgdo e avaliag@o também foi verificado por Malagi et al.(2011) e Citadin et al.
(2008), estudando a severidade de doencas em milho e péssego, respectivamente. Isso

demonstra que esse método € eficaz para validagdo de escalas.

4. CONCLUSAO
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Se, por um lado, a escala proposta ndo contribuiu para o aumento da acuracidade
dos avaliadores, ela demonstrou um aumento de precisdo da avaliagdo por eles
realizada.

O aumento da precisdo por meio da utilizagdo da escala proposta e a falta de
outras escalas na literatura que quantifiquem o grau da hiperidricidade em plantas

cultivadas in vifro justificam o seu emprego nesse e em futuros trabalhos com a espécie.
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CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE SEGMENTOS NODAIS DE Ocimum
basilicum L. SOB DIFERENTES FONTES DE LUMINOSIDADE E
REGULADORES DE CRESCIMENTO

RESUMO

TRENTO, SABRINA DE MATOS. Desenvolvimento in vitro de segmentos nodais de
Ocimum basilicum L. sob diferentes fontes de luminosidade e reguladores de
crescimento. 2017. 64 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/ Fitotecnia) — Programa
de Pés-Graduagdo em Agronomia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia,
MG.!

O Ocimum basilicum L. tem sido alvo de muitas pesquisas em razdo de
caracteristicas importantes, tais como a utiliza¢do na area alimenticia, de farmacos e
cosméticos. Apesar da facilidade de se obter mudas pelo método convencional, por
meio de sementes e estacas, os plantios com a espécie precisam ser formados a fim de
se obter caracteristicas de interesse. O desenvolvimento de metodologias de
micropropagacdo ¢ um meio efetivo para a multiplicacdo rapida de espécies nas quais €
necessario obter alta uniformidade de progénie. Entdo, ha um grande interesse de
utilizagdo dessas técnicas para ampliar a propagagdo de plantas medicinais e aromaticas.
Diante disso, o objetivo deste trabalho foi testar diferentes reguladores de crescimentos
(6-benzilaminopurina - BAP, cinetina - KIN, espermidina, espermina e putrescina) e
duas fontes de luminosidade (lampadas fluorescentes brancas e lampadas Growlux) no
cultivo in vitro de manjericdo. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados (DBC) com seis tratamentos e seis repeti¢des. Cada parcela foi constituida
de seis tubos de ensaio com um Unico explante por tubo. Aos 60 dias apods a inoculagio
dos explantes foram avaliados os seguintes aspectos: comprimento da parte aérea
(CPA), comprimento da raiz (CR), nimero de raizes (NR), massa fresca (MF), massa
seca (MS), teor de agua (TA), percentagem de hiperidricidade (%H), grau de
hiperidricidade (GH) e clorofila total (CT). Com base nas melhores respostas,concluiu-
se que os reguladores de crescimento cinetina e putrescina sob as lampadas Growlux
mostraram-se mais promissores para o cultivo in vifro de manjericdo.

Palavras-chave: fitorreguladores; cultivo in vitro, poliaminas.

'0rientador: José¢ Magno Queiroz Luz- UFU
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ABSTRACT

TRENTO, SABRINA DE MATOS. In vitro development of nodal segments of
Ocimum basilicum L. under different sources of luminosity and growth
regulators.2017.64 p. Dissertation (Mastersin Agronomy/Phytotechny) Federal
University of Uberlandia. Uberlandia, MG.!

Ocimum basilicum L. has been the topic of many studies due to important aspect
such as its inclusion in the fields of nutrition, pharmaceuticals and cosmetics. Despite
the easiness of conventionally attaining seedlings by seeds and cuttings, planting of the
species 1s necessary in order to obtain characteristics of interest. The development of
micropropagation techniques is an effective means for rapid multiplication of species in
which achieving high progeny uniformity is necessary. Therefore, there is great interest
in the use of these methodologies to increase propagation of medicinal and aromatic
plants. In view of this, the objective of the present study was to evaluate different
growth regulators (6-benzilaminopurine - BAP, cinetina - KIN, spermidine, spermine
and putrescine) and two sources of luminosity (white fluorescent lamps and Growlux
lamps) in the in vitroculture of basil. The experimental design used consisted of
randomized blocks (DBC -> DRB) with six treatments and six repetitions. Each plot
consisted of six test tubes containing a single explant per tube. After 60 days post
explant inoculation, the following criteria were analyzed: aerial portion length (CPA ->
APL), root length (CR -> RL), number of roots (NR), fresh mass (MF -> FM), dry mass
(MS -> DM), water content (TA -> WC), percentage of hyperhydricity (%H), degree of
hyperhydricity (GH -> DH) and total chlorophyll (CT -> TC). Based on the optimal
results, the use of Kinetine and Putrescine regulators under Growlux lamps showed to
be more promising for in vifro culture of basil.

Keywords: phytoregulators, in vitro culture, polyamines.

"Major: José Magno Queiroz Luz — UFU.
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1. INTRODUCAO

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) ¢ uma das ervas mais populares e Uteis na
culinaria em virtude de seu aroma e fragrancia. As principais formas de utilizag¢do sdo o
manjericdo fresco, seco ou seu 6leo essencial, sendo esta ultima a que apresenta maior
valor agregado. O 6leo essencial € rico em linalol, componente utilizado em varias
sinteses, como o acetato de linalila, utilizado em grande quantidade para fixar
fragrancias, como nos perfumes finos de alto valor agregado (JOSE, 2014).

A importancia do manjericdo € notoria, evidenciando que mais estudos devem
ser desenvolvidos no sentido de se avaliar os aspectos fitotécnicos dessa espécie,
garantindo a conservagdo de suas propriedades quimicas.

A cultura de tecidos vegetais tem sido considerada uma ferramenta promissora
para a preservacdo de fontes vegetais, bem como para a propagagdo comercial de
plantas medicinais (ABREU, 1998).

Um dos fatores fundamentais para o sucesso do cultivo in vifro de qualquer
cultura ¢ a escolha do meio de cultivo adequado, que servira ndo apenas como suporte
para o desenvolvimento vegetal, mas também como fonte de nutrientes para o explante
utilizado.

Estudos indicam que o uso de reguladores de crescimento pode potencializar o
crescimento de plantas cultivadas in vitro. Conforme Torres et al. (1998), o acréscimo
de reguladores de crescimento ao meio de cultivo ¢ utilizado para suprir possiveis
deficiéncias enddgenas e melhorar as caracteristicas de cultivo in vitro. O crescimento e
a morfogénese in vitro sdo fatores regulados pela interagdo e balango dos reguladores de
crescimento existentes no meio de cultura, principalmente as auxinas e citocininas.

As citocininas sdo utilizadas para quebrar a dominancia apical dos brotos e
aumentar a taxa de multiplicagdo (GRIMALDI et al., 2008). O regulador de crescimento
6- benzilaminopurina (BAP) ¢ uma das principais citocininas utilizadas na cultura de
tecidos e ¢ adicionada ao meio de cultura para proporcionar, principalmente, o aumento
no numero de gemas, folhas e brotos, e para induzir um acréscimo na producdo de
massa fresca e qualidade das plantas cultivadas.

Outras substancias que podem contribuir para o crescimento vegetal in vifro e
que tém sido denominadas como uma nova classe de reguladores de crescimento sdo
as poliaminas. Essas substancias sdo encontradas em todas as células vegetais, porém

sua func¢do sé comegou a ser investigada recentemente.
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As poliaminas tém sido localizadas no vacuolo, mitocondrias e cloroplastos e
parecem estar envolvidas em um grande nimero de processos bioquimicos nos
vegetais. Rajam (1997) e Kumar et al. (1997) sugerem a atuagdo das poliaminas
durante o crescimento e desenvolvimento celular, incluindo a estabilizagdo das duplas
hélices do DNA, divisdo celular, desenvolvimento de oOrgdos, senescéncia foliar,
amadurecimento de frutos, tuberizacdo e respostas a mudangas ambientais. Poliaminas
exogenas (putrescina, espermidina e espermina), em combinagdo com outros
reguladores de crescimento, t€m se mostrado eficientes na multiplicagdo de brotos e
inducdo de raizes de diversas espécies vegetais (DAVIES; OLSON, 1994; MIRZA,;
REHMAN, 1998; TASSONI et al., 2000).

Contudo, o principal fator que regula o crescimento vegetal ¢ a luz. A
irradiancia luminosa afeta de forma complexa todas as etapas do crescimento e
desenvolvimento das plantas.

Geralmente, a principal fonte de luminosidade utilizada em salas de
crescimento de cultura de tecidos ¢ a lampada fluorescente branca. Pouco se sabe
sobre o comportamento do manjericdo exposto a outras fontes luminosas.

Diante do exposto, objetivou-se, neste trabalho, avaliar o efeito de alguns
reguladores de crescimento e de fontes de luminosidade no desenvolvimento in vitro

de manjericdo, especificamente da cultivar Maria Bonita.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia da Universidade
Federal de Uberlandia. As sementes de Ocimum basilicum L. foram lavadas com 100
mL de agua destilada e 3 gotas de detergente neutro. Em camara de fluxo laminar,
foram enxaguadas trés vezes com agua destilada e autoclavada. Em seguida, elas foram
desinfestadas com uma solu¢do de hipoclorito de calcio a 1% por 5 minutos e,
posteriormente, imersas em hipoclorito de sodio a 2% por 5 minutos e novamente
enxaguadas com agua destilada e autoclavada. Apos a desinfestagdo, as sementes foram
inoculadas em frascos contendo quarenta mL. do meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), acrescido de 1,8 g L' de Phytagel, 3% de sacarose e com pH ajustado
para 5,7 e autoclavado a 121° C e 1,2 atm durante 20 minutos. Os frascos foram
mantidos em sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas por dia, temperatura de
25+2°C, com intensidade luminosa de 52,5W m™ s, fornecida por 1dmpadas brancas
fluorescentes. Esses procedimentos foram realizados para obtencdo das plantulas de
manjericdo e para a instalagdo do experimento depois de 60 dias.

Na instalagdo do experimento, segmentos nodais de aproximadamente 1 cm,
provenientes do estabelecimento prévio de sementes in vifro, foram inoculados
individualmente em tubos de ensaio (25x150mm) contendo 10 mL de meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 0,5 mg L! de 6- benzilaminopurina
(BAP), cinetina (KIN), espermidina, espermina e putrecina, com adi¢do de 30 g L de
sacarose. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 e, em seguida, o meio foi
autoclavado a 121°C e 1,2 atm durante 20 minutos, antes da inoculagio dos explantes.

Apos a inoculagdo, os tubos de ensaio transparentes foram vedados com tampas
de polipropileno, filme PVC e mantidos em sala de crescimento convencional, com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 254+2°C, sob duas condi¢des luminosas:
lampadas fluorescentes brancas (Fluo. Branca) (Figura 7) e lampadas Growlux (Figura
8), caracterizando, entdo, dois experimentos independentes para analise estatistica
conjunta.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC) com
seis tratamentos e seis repeticdes (Tabela 4). Cada parcela experimental consistiu de

seis tubos de ensaio, sendo que cada tubo de ensaio continha um explante.
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TABELA 4. Tratamentos utilizados para multiplicagdo in vitro de Ocimum basilicum L.
Uberlandia — MG, 2017.

—— Tipo de Regulador de Concentracio
lampada crescimento (mg L)
T1 Fluo. Branca Testemunha 0,0
T2 Fluo. Branca BAP 0,5
T3 Fluo. Branca KIN 0,5
T4 Fluo. Branca Espermidina 0,5
T5 Fluo. Branca Espermina 0,5
T6 Fluo. Branca Putrescina 0,5
T1 Growlux Testemunha 0,0
T2 Growlux BAP 0,5
T3 Growlux KIN 0,5
T4 Growlux Espermidina 0,5
T5 Growlux Espermina 0,5
T6 Growlux Putrescina 0,5

FIGURA 7 — Segmentos nodais de Ocimum basilicum L. cultivados sob lampadas
fluorescentes brancas. Fonte: Arquivo pessoal
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FIGURA 8 — Segmentos nodais de Ocimum basilicum L. cultivados sob lampadas
Growlux. Fonte: Arquivo pessoal

Ap6s 60 dias de inoculagdo dos segmentos nodais, foram avaliadas as seguintes
caracteristicas das plantulas: percentagem de hiperidricidade (%), grau de
hiperidricidade (notas), comprimento parte aérea (cm), comprimento de raizes (cm),
numero de raizes, massa fresca (g), massa seca (g), clorofila (SPAD), e teor de agua (%)
das plantulas.

Por meio do programa estatistico SPSS Statistics foram testadas as
pressuposi¢cdes de normalidade dos residuos, homogeneidade das varidncias e
aditividade de blocos, com os testes de Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov (o =
0,01), Levene e Tukey (o= 0,01).

Realizou-se uma analise conjunta do experimento com o programa estatistico
Genes (CRUZ, 2006). Sendo os dados qualitativos, as médias foram comparadas com a

aplicagdo do teste de Tukey a 5% de significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do resumo da analise de varidncia (Tabela 5), observa-se que houve
interagdo significativa entre os fatores apenas para as seguintes variaveis: porcentagem de
hiperidricidade (H%), grau de hiperidricidade (GH) e nimero de raizes (NR). J& para as
caracteristicas: comprimento de parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CR),
massa fresca (MF), massa seca (MS), clorofila (CL) e teor de agua (TA), a interagdo nédo
foi significativa, o que caracteriza independéncia dos fatores estudados. Assim, esses
fatores foram analisados isoladamente.

TABELA 5- Resumo da andlise de variancia das caracteristicas porcentagem de
hiperidricidade (%H), grau de hiperidricidade (GH), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da maior raiz (CR), nimero de raizes (NR), massa fresca (MF), massa seca
(MS), indice de clorofila total (CT) e teor de dgua (TA) de plantulas de manjericdo
(Ocimum basilicum L.) cultivadas in vitro sob diferentes reguladores de crescimento e
fontes de luminosidade.

Fv GL %H GH CPA CR NR MF MS CT TA

Regulador 5 8.86% 59,23*% 29.69* 11,27* 14,24* 21,51*% 7,10* 1,69 4,67*
Luz 1 8,26% 57.32% 2421*% 2382*% 541*  30,37% 43,0* 980* 0,327

Regx Luz 5 3,36%  3,69% 1,27 0,58™  992*  196™ 1,27 1,57 0,17
CV (%) 25,25 18,85 21,31 38,20 30,19 23,50 24772 2486 214
Meédia geral 73,1 2,54 461 335 13,32 0,82 4,46 20,10 94,28

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ™ ndo significativo pelo teste F.

Dentre as duas fontes de luminosidade testadas, as lampadas Growlux, em
conjunto com o regulador de crescimento cinetina e a testemunha, favorecem uma menor
porcentagem de plantulas hiperidricas (Tabela 6).

TABELA 6 - Porcentagem de hiperidricidade (%) de plantulas de manjericdo (Ocimum
basilicum L.) micropropagadas sob diferentes reguladores de crescimento e condigdes de
luminosidade. Uberlandia, MG, 2017.

Regulador de Concentragdo % de Hiperidricidade
crescimento (mgL™) Convencional Growlux
Testemunha 0,0 88,88 Aab 52,21 Bbec

BAP 0,5 100,00 Aa 93,33 Aa
KIN 0,5 63,88 Ab 38,33 Bec

Espermidina 0,5 59,71 Ab 80,28 Aab

Espermina 0,5 88,33 Aab 81,66 A ab
Putrescina 0,5 69,71 Aab 60,83 Abc
(CV%) 25

Meédias seguidas por letras distintas, maitisculas na linha e minisculas na coluna, diferem entre si pelo teste
de Tukey a 0,05 de significincia.
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Em relagdo ao grau de hiperidricidade, ou seja, a intensidade de vitrificagdo das
plantulas, observou-se que as plantulas mostraram-se menos hiperidricas quando
cultivadas sob lampadas Growlux para todos os reguladores de crescimento, exceto
quando cultivadas com BAP, quando se mostraram com maior grau de vitrificagdo
(Tabela 7).

TABELA 7 - Grau de hiperidridade de plantulas de manjericdo (Ocimum basilicum L.)
micropropagadas sob diferentes reguladores de crescimento e condigdes de luminosidade.
Uberlandia, MG, 2017

Regulador de Concentragdo Grau de Hiperidricidade
Crescimento (mgL™) Convencional Growlux
Testemunha 0,0 2,59 Ab 1,45 Bbcd
BAP 0,5 473 Aa 4,54 Aa
KIN 0,5 2,32 Ab 1,39 Bed
Espermidina 0,5 2,53 Ab 1,87 Bbc
Espermina 0,5 3,01 Ab 2,21 Bb
Putrescina 0,5 2,80 Ab 1,01 Bd
(CV%) 18

Meédias seguidas por letras distintas, maitisculas na linha e minisculas na coluna, diferem entre si pelo teste
de Tukey a 0,05 de significincia.

Costa et al. (2015) também observaram a presenca de muitas plantas hiperidricas
ao testarem doses de BAP na multiplicagio in vifro do hibrido de manjericdo Sweed Dani
x Maria Bonita.

Além disso, a presenga de citocinina foi associada a ocorréncia de hiperidricidade
em culturas de &pices caulinares de Lisianthus (PAEK; HAHN, 2000).

Segundo Barbosa (2006), a adi¢do de BAP no meio de cultivo induz ao estresse
oxidativo, caracterizado pelo aumento da atividade de enzimas antioxidantes e da
peroxidacdo de lipidios, além de alteracdes em nivel celular, como malformagdes de
estomatos e de células epidérmicas, e aumento na produgdo e acumulo de etileno no
interior dos frascos de cultivo, ocasionando, entdo, a formagao de tecidos hiperidricos.

Segundo Kevers et al. (1986),outro fator que pode promover a hiperidricidade nas
plantas cultivadas in vifro é o desequilibrio dos componentes do meio de cultura,
principalmente no que se refere a concentragdo de sais e a concentragdes elevadas de
reguladores de crescimento. Ademais, as condi¢cdes atmosféricas do ambiente de cultivo
podem induzir a formag@o de tecidos hiperidricos.

No presente estudo, além dos reguladores de crescimento, o que pode ter

favorecido o aparecimento de muitas plantulas hiperidricas ¢ o agente geleificante
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utilizado, o Phytagel. Alguns autores relatam a preferéncia pela utilizagdo desse agente
geleificante em comparacdo a utilizagdo de agar, pois o Phytagel proporciona resultados
semelhantes ao agar em relacdo a solidificacdo do meio, mesmo quando utilizado em
doses inferiores. Entretanto, de acordo com Franck et al. (1997), sua estrutura fisica
parece permitir uma maior absor¢do de substancias que podem induzir hiperidricidade,
como citocininas, ions amdnio e 4gua e, com 1ss0, causar ou aumentar a porcentagem de
hiperidricidade de brotos regenerantes.

Estudos realizados pelo mesmo autor, nos quais € comparada a utilizagdo de agar e
Phytagel em conjunto com o uso de BAP na indug@o de hiperidricidade em duas
variedades de Prunus avium, mostraram que a utiliza¢do de Phytagel em combinag¢do com
doses de BAP de 0,5 a 2,0 mgL! induziram a uma maior quantidade de brotos
hiperidricos, em comparagdo as mesmas doses que usaram agar.

Outro fator que pode favorecer o aparecimento de tecidos hiperidricos € o excesso
de vapor de dgua na atmosfera do frasco. A diminui¢do da umidade relativa ¢ obtida com
a mudanga para um tipo de vedagdo dos frascos que melhor permita as trocas gasosas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Ivanova et al. (2010) estudaram a ventilagdo para reduzir hiperidricidade em
culturas de tecidos de Aloe polyphylla e verificaram que a troca gasosa entre a atmosfera
in vitro e o ambiente externo € um pré-requisito essencial para controlar a hiperidricidade.
Ademais, perceberam que, no cultivo com ventilagdo promovida por modificacdo nas
vedagdes dos recipientes, a hiperidricidade foi completamente eliminada.

Sendo assim, novos experimentos devem ser realizados testando a utilizagdo de
agar em combinac¢do com os mesmos reguladores de crescimento e diferentes formas de
vedagdo de frascos para a verifica¢do dos niveis de hiperidricidade em manjericdo cultivar
Maria Bonita.

Para a caracteristica referente ao numero de raizes (Tabela 8), observa-se que o
regulador poliaminico putrescina, em conjunto com a utilizagdo de lampadas Growlux,
favoreceu um maior nimero de raizes nas plantulas micropropadas de manjericdo. Ja a
utilizagdo do regulador BAP ocasionou plantulas com menor quantidade de raizes tanto
nas lampadas Growlux como nas lampadas convencionais.

Esses resultados corroboram com o encontrado por Souza et al. (2015) ao testarem
diferentes concentragdes e tipos de poliaminas em Anemopaegma arvense, pois
observaram que a maior porcentagem de enraizamento foi obtida com a utilizagdo de 0,5

mg L! de putrescina, em comparagdo com espermidina e espermina.
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TABELA 8- Numero de raizes de plantulas de Manjericdo (Ocimum basilicum L.)
micropropagadas sob diferentes reguladores de crescimento e condi¢gdes de luminosidade.
Uberlandia, MG, 2017.

Regulador de Concentragdo N° de Raizes
Crescimento (mgL™) Convencional Growlux
Testemunha 0,0 13,82 Aa 16,34 Ab
BAP 0,5 4 47Ab 6,11 Ac
KIN 0,5 12,40 Aa 13,63 Ab
Espermidina 0,5 15,01 Aa 14,13 Ab
Espermina 0,5 11,95 Aa 15,04 Ab
Putrescina 0,5 13,17 Ba 23,83 Aa
(CV%) 30

Meédias seguidas por letras distintas, maifisculas na linha ¢ minasculas na coluna, diferem entre si pelo teste
de Tukey a 0,05 de significincia.

Em relagdo as respostas dos reguladores de crescimento (Tabela 9) para as
caracteristicas comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz, (CR),
massa fresca (MF), massa seca (MS), clorofila total (CT) e teor de agua (TA), pode-se
observar que, para o comprimento da parte aérea, a utilizagdo de putrescina e a
testemunha diferiram da utilizacdo de BAP, apresentando plantas de maior tamanho.

Entretando, ndo diferiram estatisticamente dos demais reguladores de crescimento.

TABELA 9- Comprimento de parte aérea (cm), comprimento de maior raiz (cm), massa
fresca (g), massa seca (g), Clorofila total (spad) e teor de agua (%) de plantulas de
manjericdo (Ocimum basilicum L.) micropropagadas sob diferentes reguladores de
crescimento. Uberlandia, MG, 2017,

CPA

Tratamento (cm) CR (cm) MF(g) MS(g) CT(spad) TA(%)
Testemunha 5,6 a** 3,2 ab* 0,70 ab** 0,03 ™ 214 944 us
BAP 1,6 b I, b 053 b 0,04 18,9 91,8
KIN 5,1 ab 54 a 1,29 a 0,05 20,4 95,4
Espermidina 4.9 ab 32 ab 0,83 ab 0,04 21,8 95,0
Espermina 44 ab 2,9 ab 0,71 ab 0,03 16,8 948
Putrescina 58 a 3,5 ab 0,84 ab 0,04 21,1 941

Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
™ Nio significativo.* e ** Significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.

O efeito deletério da adi¢do de BAP no meio de cultura pode ter ocorrido porque
a presenca elevada da concentracdo de sais pode interferir na regulagdo osmotica do
meio de cultura e, consequentemente, na disponibilidade de agua no processo de

desenvolvimento da planta.
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Outro fator que pode ter levado a diminui¢do no comprimento da parte aérea das
plantulas com a utiliza¢do de BAP ¢ que essa citocinina induz a forma¢do de um maior
namero de brota¢des, e estas competirem entre si por nutrientes no meio de cultura
(ROCHA et al., 2007).

Esse resultado corrobora com o encontrado por Oliveira et al. (2012), que
testaram diferentes concentragdes de BAP na micropropagagdo de porta-enxertos de
pessegueiro e observaram que maiores comprimentos de parte aérea foram obtidos com
meio de cultura sem BAP.

Com relagdo a caracteristica de massa fresca (MF), houve diferenca entre os
reguladores KIN e BAP, mas eles ndo diferiram dos demais reguladores utilizados. A
adi¢@o de cinetina no meio promoveu um aumento no teor de massa fresca das plantulas
em detrimento da utilizagdo de BAP.

Esse resultado contradiz o encontrado por Asmar et al. (2012), que testaram
concentracdes de BAP na prolifera¢do de brotos de Lippia alba. Esses autores usaram
BAP na mesma concentragio utilizada neste experimento de 0,5 mg L™, e obtiveram um
aumento nos teores de massas fresca e seca da espécie.

Ademais, ndo houve diferenca significativa para as caracteristicas: massa seca
(MS), clorofila total (CT) e teor de agua (TA).

Para as caracteristicas de comprimento de parte aérea, comprimento de maior
raiz, massa fresca, massa seca e clorofila em relagdo as fontes de luminosidade (Tabela
10), a utilizagdo de lampadas Growlux proporcionou melhores respostas no cultivo in
vitro do manjericio Maria Bonita. No entanto, o teor de dgua nas plantas ndo diferiu
estatisticamente entre as duas fontes de luminosas.

TABELA 10 - Comprimento de parte aérea (cm), comprimento de maior raiz (cm),
massa fresca (g), massa seca (g), Clorofila total (spad) e teor de dgua (%) de plantulas
de manjericdio (Ocimum basilicum L.) micropropagadas sob lampadas brancas
convencionais e lampadas Growlux. Uberlandia, MG, 2017.

Lampada (CCI:S CR (cm) MF(g) MS(g) C(SPAD) TA(%)
Growlux 528 a~ 3,95 a~ 101 a~ 0056 a 2199 a 9420 ™

Convencional 394 b 275 b 062 b 0033 b 1822 b 9436

Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
™ Nio significativo.* e ** Significativo a 5% e 1% de probabilidade respectivamente.

Para a realizag@o da fotossintese, os pigmentos vegetais absorvem de forma mais
eficiente a energia proveniente de comprimentos de onda na faixa do azul e do

vermelho no espectro de luz e refletem a luz verde, caracteristica da maioria dos

40




vegetais. As lampadas Growlux sdo enriquecidas com comprimentos de ondas na faixa
do azul e do vermelho, o que pode ter favorecido melhores respostas das plantulas de
manjericio quando expostas as lampadas Growlux, contrariamente as lampadas
fluorescentes brancas, nas quais os comprimentos de ondas na faixa do azul sdo
predominantes.

Na multiplicagdo in vitro de porta-enxerto de Prunus GF 677, Morini e Muleo,
(2003) obtiveram maior comprimento de plantas mantidas sob luz vermelha. Marks e
Simpson (1999) também mencionam que a utilizagdo de luz vermelha estimula o
alongamento de brotos. Segundo esses autores, o alongamento dos brotos das plantulas
cultivadas in vitro pode ser promovido ou inibido por meio do controle da qualidade

luminosa e da proporg¢ao entre as diferentes faixas de luz.
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4. CONCLUSOES

Lampadas Growlux apresentam elevado potencial para serem utilizadas como
fontes de luz na micropropagagdo de Ocimum basilicum L. cv Maria Bonita, visto que
favorecem menor grau de hiperidricidade em relacdo as lampadas convencionais, além
de melhor desenvolvimento das plantulas de manjericdo.

Ademais, os reguladores de crescimento cinetina e a putrescina mostraram-se
mais apropriados para o desenvolvimentoin vitro de Ocimum basilicum L. cv Maria

Bonita.
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CAPITULO 4

DIODOS EMISSORES DE LUZ E CONCENTRAC()ES~ DE MEIO MS NO
CULTIVO IN VITRO DE MANJERICAO

RESUMO

TRENTO, SABRINA DE MATOS. Diodos emissores de luz e concentracées de meio
MS no cultivo in vitro de manjericio ‘Maria Bonita’. 2017. 64 p. Dissertagdo
(Mestrado em Agronomia/Fitotecnia)-Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia,
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.!

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) é uma planta aromatica e medicinal de
grande importancia economica por apresentar propriedades medicamentosas e produzir
um o6leo essencial rico em importantes principios ativos. Porém, pode haver um declinio
no teor de principios ativos ou de Oleos essenciais se ele for cultivado por longos
periodos e submetido a varios cortes. Técnicas de micropropagacdo tém se mostrado
alternativas viaveis para a producdo massal de plantas, permitindo também o aumento
rapido do numero de individuos geneticamente idénticos a partir de plantas
selecionadas, além da obtencdo de plantas altamente homogéneas.Lampadas
fluorescentes brancas ainda sdo mais difundidas e utilizadas em laboratorios de cultura
de tecidos vegetais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizagdo de diferentes
diodos emissores de luz (lampadas LED) azul, verde e vermelha, além de lampadas
fluorescentes brancas, combinadas com diferentes concentra¢cdes do meio MS (25, 50,
75 e 100%), no cultivo in vitro de segmentos nodais de manjericio ‘Maria Bonita’. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com quatro
tratamentos e cinco repeti¢des, contendo cinco frascos por repeticdo para cada fonte de
luz utilizada, caracterizando quatro experimentos independentes. Foram avaliadas as
caracteristicas: comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), nimero
de raizes (NR), massa fresca (MF), massa seca (MS), teor de dgua (TA), percentagem
de hiperidricidade (%H), grau de hiperidricidade (GH) e clorofila total (CT) das
plantulas. Quanto as respostas obtidas, concluiu-se que o meio MS a 100% induziu uma
maior quantidade de plantulas hiperidricas e as lampadas fluorescentes brancas
propiciaram um melhor desenvolvimento das plantulas de manjericéo.

Palavras-chave: LEDs; meio de cultura; micropropagagao.

!0rientador: José Magno Queiroz Luz - UFU
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ABSTRACT

TRENTO, SABRINA DE MATOS. Light-emitting diodes and MS medium in vitro
culture of basil. 2017. 64 p. Dissertation Masters in Agronomy / Phytotchny) Federal
University of Uberlandia, Uberlandia, MG.!

Basil (Ocimum basilicum L.) is an aromatic and medicinal plant of great economic
importance due to its medicinal properties and its production of an essential oil rich in
important active compounds. However, decreased amount of these compounds or
essential oils may occur if the plant is cultivated and trimmed during long periods of
time. Micropropagation techniques have shown to be viable alternatives to mass plant
production, allowing rapid increases in the number of genetically identical individuals
derived from selected plants and the attainment of highly homogenous plants/progeny.
White fluorescent lamps are still more widespread and utilized in laboratories for plant
tissue cultivation. The objective of the present study was to evaluate the use of different
blue, green and red light-emitting diodes (LED lamps), in addition to white fluorescent
lamps combined with different concentrations of MS medium (25, 50, 75 and 100%), in
the in vitro culture of nodal segments of basil. The experimental design used was
completely randomized (DIC -> CRD), with four treatments and five repetitions
(containing 5 flasks per repetition) for each light source tested, characterizing four
independent experiments. The following criteria were evaluated: aerial portion length
(CPA -> APL), root length (CR -> RL), number of roots (NR), fresh mass (MF -> FM),
dry mass (MS -> DM), water content (TA -> WC) percentage of hyperhydricity (%H),
degree of hyperhydricity (GH -> DH) and total chlorophyll (CT -> TC) of the seedlings.
Regarding the results obtained, it was concluded that the MS medium at 100% induced
higher hyperhydricity, and the white fluorescent lamps combined with lower
concentrations of salts led to optimal development of the Basil seedlings.

Keywords: LEDs, culture medium, micropropagation.

"Major: José Magno Queiroz Luz — UFU.
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1. INTRODUCAO

Os componentes da biodiversidade podem fornecer uma ampla gama de
produtos de importancia econdomica. Entre esses produtos, destacam-se os fitoterapicos
e os fitofarmacos, originados dos recursos genéticos vegetais, mais especificamente de
plantas medicinais (GUERRA; NODARI, 2007). A demanda por espécies medicinais
tem crescido consideravelmente nos ultimos anos. De acordo com Giulietti € Queiroz
(2006), o Brasil possui alta diversidade de flora com potencial para o uso sustentavel,
incluindo alta propor¢do de espécies com compostos ativos, para as quais ja se obteve a
descoberta de substancias puras e a produgdo de semi-sintéticos com potencial de
utilizagdo em doencgas que afetam a populacdo local (NEPOMUCENO, 2012).

Entre essas espécies vegetais produtoras de biocompostosencontra-se o
manjericdo. O Ocimum basilicum L., pertence a familia Lamiaceae e compreende de 50
a 150 espécies, sendo encontrado na Asia Tropical, Africa, América Central e América
do Sul. Dentre as espécies do género Ocimum, a espécie O. basilicum L. é a mais
cultivada comercialmente em virtude de suas folhas verdes e aromaticas que sdo
utilizadas secas ou frescas como condimento ou na obtencdo de 6leo essencial. O o6leo
essencial dessa espécie € muito valorizado no mercado por apresentar principios ativos
importantes, os quais sdo aplicados nas industrias de cosméticos, perfumaria,
alimenticia e farmacéutica para confecgdo de produtos (LIBER et al., 2011).

Diante do elevado potencial fitoquimico e economico do Ocimum basilicum L.,
torna-se importante o desenvolvimento de pesquisas voltadas para a propagacdo e
avaliag@o do potencial produtivo em diferentes condig¢des de cultivo.

A micropropagacdo € um dos mais promissores meétodos para assegurar 0 Uuso
sustentavel de recursos vegetais. Muitas plantas medicinais ja sdo multiplicadas in
vitro, tais como Melissa officinalis (REIS et al., 2009), Ananas erectifolius (PEREIRA
et al, 2008), Eremanthus erythropappus (ROSAL et al., 2007), Lychnophora
pinaster (SOUZA et al., 2007) e Jatropha elliptica (CAMPOS et al., 2007). No que
concerne as plantas medicinais, nas quais a qualidade do material genético e a
homogeneidade sdo fatores determinantes para a qualidade, a micropropagacdo tem
demonstrado excelentes resultados.

Nesse contexto, o cultivo in vifro de espécies medicinais possibilita a

conservagdo de diferentes gendtipos que podem ter diferentes indices na producgdo de
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metabolitos secundarios, além de contribuir para a otimizagdo da producdo de principios
ativos vegetais. Uma vez que a produgdo de compostos fitoquimicos frequentemente
envolve a extragdo da planta viva, a qual necessita, muitas vezes, de muito tempo para
se desenvolver, ha a possibilidade de extingdo de espécies nativas (VALLE, 2003).

Nao existem relatos na literatura até o momento testando diferentes fontes de
luminosidade sobre a propagagdo in vitro de Ocimum basilicum L., e ha poucos estudos
que relatem a influéncia da concentragdo de sais do meio de cultura no cultivo in vitro
da espécie. Por isso, este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos de quatro
concentragdes de sais do meio MS e quatro fontes de luminosidade (LED vermelha,
LED azul, LED verde e lampadas fluorescentes brancas) no cultivo in vitro de Ocimum

basilicum L. cultivar Maria Bonita.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia da Universidade
Federal de Uberlandia. As sementes de Ocimum basilicumL.foram lavadas com 100 mL
de 4gua destilada e 3 gotas de detergente neutro. Em camara de fluxo laminar, foram
enxaguadas trés vezes com agua destilada e autoclavada. Em seguida, as sementes
foram desinfestadas com uma solu¢@o de hipoclorito de célcio a 1% por 5 minutos e,
posteriormente, imersas em hipoclorito de sodio a 2% por 5 minutos e novamente
enxaguadas com agua destilada autoclavada. Apos a desinfestacdo, as sementes foram
inoculadas em frascos com 40 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), contendo 2,0 g L! de Phytagel, 3% de sacarose e com pH ajustado para 5,7 e
autoclavado a 121° C e 1,2 atm durante 20 minutos. Os frascos foram mantidos em sala
de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas por dia, temperatura de 25+2°C, com
intensidade luminosa de 52,5W m s’ fornecida por 1dmpadas brancas fluorescentes.
Todo esse procedimento foi realizado para obteng@o das plantulas de manjericdo e para
posterior instalagdo do experimento.

Apos 60 dias, com a obtengdo das plantulas, segmentos nodais foram inoculados
em frascos contendo 40 mL de meio de cultura. Os explantes foram inoculados em
frascos commeio MS nas concentra¢des 25, 50, 75 e 100% dos sais e colocados na sala
de crescimento sob quatro condigdesluminosas:ldmpadas LED vermelha, lampadas
LED azul, lampadas LED verde e lampadas fluorescentes brancas (Fluo.brancas),
caracterizando assim 4 experimentos independentes (Tabela 11).

Para cada uma das fontes de luminosidade, utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro tratamentos e cinco repeti¢des. Cada
parcela experimental consistiu de cinco frascos sendo que cada frasco continha um

explante (Figura 9).

49



TABELA 11. Tratamentos utilizados para multiplicagdo in vitro de Ocimum basilicum
L. Uberlandia — MG, 2016.

Tratamento Tipo de Meio de cultura R
Lampada sais (%)
T1 LED Vermelha MS 25
T2 LED Vermelha MS 50
T3 LED Vermelha MS 75
T4 LED Vermelha MS 100
T1 LED Verde MS 25
T2 LED Verde MS 50
T3 LED Verde MS 75
T4 LED Verde MS 100
T1 LED Azul MS 25
T2 LED Azul MS 50
T3 LED Azul MS 75
T4 LED Azul MS 100
T1 Fluo. Branca MS 25
T2 Fluo. Branca MS 50
T3 Fluo. Branca MS 75
T4 Fluo. Branca MS 100

FIGURA 9 — Segmentos nodais de Ocimum basilicum L. cultivados sob LEDs
vermelhas, verdes, azuis e lampadas fluorescentes brancas. Fonte: Arquivo pessoal
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O desenvolvimento das plantulas foi acompanhado por um periodo de dois
meses sendo que ao final foram avaliadas as seguintes caracteristicas: percentagem de
hiperidricidade (%), grau de hiperidricidade (notas), comprimento parte aérea (cm),
comprimento de raizes (cm), nimero de raizes, massa fresca (g), massa seca (g),
clorofila (SPAD) e teor de agua (%).

Foram testadas a normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias,
com os testes de Shapiro-Wilk (o = 0,01) e Levene (a = 0,01), por meio do programa
computacional SPSS.

Realizou-se uma analise conjuntado experimento com o programa estatistico
Genes (CRUZ, 2006), com posterior aplicagdo de regressdo polinomial para estudo das

doses do meio MS a 5% de significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada uma interag@o significativa das concentragdes de sais do meio MS
e das fontes de luminosidade para todas as caracteristicas avaliadas, exceto para a

caracteristica teor de agua (Tabela 12).

TABELA 12 - Resumo da andlise de varidncia das caracteristicas porcentagem de
hiperidricidade (%H), grau de hiperidricidade (GH), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da maior raiz (CR), nimero de raizes (NR), massa fresca (MF), massa
seca (MS), indice de clorofila total (CT) e teor de 4gua (TA)de plantulas de manjericdo
(Ocimum basilicum L.) cultivadas em quatro concentragdes de meio MS e sobquatro
diferentes fontes de luminosidade Uberlandia, MG, 2017.

FV GL %H GH CPA CR NR MF MS CT TA
Concentragdes 3 9,12° 2536° 11,56 853 15327 895 1207 L1617 14,69
Luz 30 13417 1475 39.80° 3,59 12,49° 1630° 2630" 3636° 13,80™
Conc. x Luz 9 239" 463 591" 314" 311" 441" 366" 631" 12,78>
CV (%) - 2726 2257 2027 2360 2731 4985 5106 2240 0093
Média geral - 7660 202 620 600 1360 117 0,07 1959 9414

*Significativo a 5% de probabilidade pelo testo F,"*ndo significativo pelo teste F.

Para a caracteristica porcentagem de hiperidricidade, a equagdo linear crescente
foi o modelo matematico mais adequado para explicar os resultados de todas as fontes
de luminosidade, indicando que a medida que a concentrag@o de sais do meio de cultura
aumenta, existe uma tendéncia de aumento na hiperidricidade das plantas, exceto para a
luz verde que ndo se adequou a nenhum modelo matematico. Com a utilizagdo do meio
MS 100% produziu-se uma maior quantidade de plantas hiperidricas, sendo 100%das
plantas com sintomas de hiperidricidade na LED vermelha, 91,58% na LED verde,
100% na LED azul e 95% sob as lampadas fluorescentes brancas (Figura 10A).

No que se refere a caracteristica grau de hiperidricidade (Figura 10B), para todas
as fontes luminosas o aumento da concentragdo de sais do meio também favoreceu o
maior grau de hiperidricidade nas plantulas, porém isso foi mais evidente na LED azule
menos pronunciado na luz branca, mostrando que as lampadas fluorescentes brancas

formaram plantulas com menor intensidade de hiperidricidade.
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FIGURA 10- Porcentagem de hiperidricidade (A) e grau de hiperidricidade (B)
de plantulas de manjericdo (Ocimum basilicum L.) cultivadas com diferentes
concentracdes de sais do meio MS e diferentes fontes de luminosidade.
Uberlandia, MG, 2017.

E provavel que a ocorréncia dessa anormalidade esteja associada a maior
concentragdo salina no meio MS100%. Debergh (1983) confirma que um dos fatores

que desencadeia a hiperidricidade é a concentragdo de sais presente no meio de cultura.

Grattapaglia e Machado (1998) relataram que a redug@o da concentragdo da fonte de
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nitrogénio, principalmente na forma amoniacal, tem sido utilizada para combater a
vitrificag¢@o no cultivo in vitro de plantas.

Costa et al. (2015) também relatam que a concentracdo elevada de sais no meio
de cultura contribui para um aumento de tecidos hiperidricos. No entanto, eles ndo
encontraram diferengas significativas ao trabalharem com diferentes meios e
concentrac¢des no cultivo in vitro de Ocimum basilicum L.

Por outro lado, Radmann et al. (2009), avaliando a influéncia da composigao do
meio de cultura na micropropagacdo do porta-enxerto de Prunnus sp., também
verificaram uma hiperidricidade mais acentuada nos explantes da espécie cultivadas sob
meio MS 100% dos sais.

Os dados obtidos mostram que,para a caracteristica comprimento da parte aérea
(Figura 11), as lampadas LED vermelha e verde apresentaram equagdo matematica com
tendéncia quadratica descendente. As lampadas LED azul mostraram uma linear
decrescente, com tendéncia a diminui¢do da parte area conforme o aumento da
concentracdo de sais do meio MS. O melhor resultado encontrado foi sob lampadas
fluorescentes brancas com ajuste maximo (R?*=1), nas quais se observou um efeito
quadratico ascendente, com ponto de méxima eficiéncia técnica calculada com o
MS50%, que atinge maior valor do comprimento da parte aérea (10,45 cm). Isso
demonstra que a utilizag¢do de lampadas fluorescentes brancas em conjunto com o meio
MS50% se apresentou mais favoravel para o desenvolvimento in vifro das plantulas de
manjericao.

Essa condi¢cdo de luminosidade em conjunto com 50% da concentracdo de sais
do meio MS foi a mesma em que as plantulas de manjericio também demonstraram um
menor grau de hiperidridade, o que pode explicar um melhor desenvolvimento da parte
aérea, ja que plantulas hiperidricas apresentam crescimento reduzido.

Esse resultado corrobora com o encontrado por Dzazio et al. (2002), queao
trabalharem com micropropaga¢do de porta-enxerto de videira,observaram um maior
crescimento da parte aérea das plantas com a utilizacdo de meio MS 50%. Porém,
discorda com o relatado por Ribeiro et al. (2007), os quais testaram diferentes
concentragdes de sais no cultivo in vifro de Ocimum basilicum L. e observaram que o
meio MS 100% proporcionou maior média de altura de plantas.

Com relacdo as fontes de luminosidade, Oliveira et al. (2012) encontraram
resultados semelhantes na micropropagacdo de porta-enxerto de pessegueiro, no qual as

brotagdes de maior comprimento foram obtidas quando cultivadas sob lampadas
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fluorescentes brancas. Por outro lado, Pasa et al. (2012) estudaram a qualidade de luz na
micropropagagdo da amoreira-preta e relataram maior comprimento de brotagdes com a
utilizagdo de lampadas LED vermelha. A superioridade das 1ampadas LED em relagdo
as lampadas fluorescentes brancas quanto a obtencdo de maior comprimento de
brotagdes havia sido demonstrada também em crisantemos (Chrysanthemum sp.) (KIM
et al., 2004) e em copo-de-leite (Zantedeschia albomaculata) (CHANG et al., 2003).
Esses autores obtiveram maior comprimento de brotagdes sob LED vermelha em
crisantemos e sob LED azul em copo-de-leite. Essas divergéncias entre os resultados
provavelmente indicam a existéncia de respostas diferenciadas entre espécies e até

mesmo entre cultivares em relagdo a absorg¢édo de luz.
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FIGURA 11 - Comprimento da parte aérea de plantulas de manjericao (Ocimum
basilicum L.) cultivadas sob diferentes concentragcdes de sais do meio MS e
diferentes fontes de luminosidade. Uberlandia, MG, 2017.

Para a caracteristica referente ao comprimento de maior raiz (Figura 12), a
analise de regressdo indicou um modelo matematico quadratico ascendente com a
utilizagdo de lampadas LED vermelha. Para as lampadas LED azul, a tendéncia foi
linear decrescente e nas lampadas fluorescentes brancas o comportamento da curva foi
cubica. Entretanto, a fonte de luminosidade que apresentou maior comprimento de raiz
(8,60 cm) foi a lampada LED verde em conjunto com o meio MS25%, apresentando

uma resposta cubica aos efeitos das concentra¢des do meio. De forma geral, houve uma
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tendéncia de aumento do comprimento de raizes com o MS25% para todos os tipos de

lampadas.
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FIGURA 12 — Comprimento de maior raiz de plantulas de manjericao (Ocimum
basilicum L.) cultivadas sob diferentes concentragcdes de sais do meio MS e
diferentes fontes de luminosidade. Uberlandia, MG, 2017.

Para explicar esse resultado, € importante ressaltar que, durante o cultivo in
vitro, as solugdes de sais que compdem os meios de cultura ndo exercem somente um
efeito nutritivo, mas também influenciam o crescimento celular e a morfogénese por
meio de propriedades osmoticas (GEORGE, 1996; MALDANER et al., 2006). Nesse
contexto, a pressdo osmotica elevada limita a absor¢do de agua, sendo que a dilui¢do
aumenta a disponibilidade hidrica e reduz a oxigenacdo (TAIZ; ZEIGER, 2004). Dessa
forma, uma maior disponibilidade de agua no meio MS com 25% da concentracdo de
sais pode ter favorecido o bom desenvolvimento da parte aérea das plantas nessa
concentragdo e consequentemente o aumento do comprimento do sistema radicular.

Resultados diferentes foram encontrados por Pasa et al. (2012), que relatou
maior tamanho de raizes sob lampadas fluorescente brancas na micropropagagdo de
amoreira-preta.

Observando os resultados obtidos para a caracteristica numero de raizes (Figura
13), as lampadas LED vermelha apresentam uma tendéncia linear crescente conforme a
concentragdo de sais do meio de cultura foi aumentada. Para as lampadas LED verde, o

comportamento da curva foi cubico, mostrando um melhor resultado com meio
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MS100%. A curva da LED azul ndo se adequou a nenhum modelo matematico, ndo
apresentando média superior a utilizagdo de lampadas fluorescentes brancas em que se
obteve a maior quantidade de raizes em relagdo a todas as outras fontes de
luminosidade, com curva linear crescente e ponto de maxima eficiéncia técnica com a

utilizagdo do meio MS100%.
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FIGURA 13 — Numero de raizes de plantulas de manjericdo (Ocimum basilicum
L.) cultivadas sob diferentes concentra¢des de sais do meio MS e diferentes
fontes de luminosidade. Uberlandia, MG, 2017.

Esses resultados diferem do encontrado por Rocha et al. (2007), que ndo
observaram diferengas no numero de raizes formadas do porta-enxerto de Prunus
Mr.2/5 em fungdo de diferentes qualidades de luz. No entanto, lacona e Muleo. (2010)
encontraram maior nimero de raizes em porta-enxerto de cerejeira com a utilizagdo de
luz azul, o que foi igualmente relatado por Pasa et al. (2012).

De acordo com os resultados obtidos de massa fresca (Figura 14A), as lampadas
LED vermelha, verde e azul ndo se adequaram a nenhum modelo matemético, obtendo
resultados inferiores em comparagdo as lampadas brancas. As lampadas fluorescentes
brancas apresentam uma curva linear crescente e, conforme o aumento da concentragdo
de sais do meio, houve também um aumento do teor de massa fresca das plantulas. Isso
aconteceu provavelmente em virtude do melhor desenvolvimento das plantulas sob essa
condi¢do luminosa, apresentando maior comprimento de parte aérea e maior quantidade

de raizes, incrementando assim, a massa fresca. J4 para a caracteristica massa seca
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(Figura 14B), as lampadas LED ndo se adequaram a nenhum modelo de regressdo,
exceto as lampadas LED vermelha que mostram comportamento linear em relagdo as
concentragdes de sais do meio. Mesmo assim, esse comportamento ¢ inferior ao
resultado obtido pelas lampadas fluorescentes brancas que apresentam uma curva
cubida e maiores niveis de massa seca. Discordando desses resultados, Lian et al. (2002)
relataram maior massa fresca e seca de explantes de lirio oriental cv. Pesaro (Liliumsp.)

cultivados sob lampadas LED vermelha e LED azul.
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FIGURA 14 — Massa Fresca (A) e massa seca (B) de plantulas de manjericio
(Ocimum basilicum L.) cultivadas sob diferentes concentragdes de sais do meio
MS e diferentes fontes de luminosidade. Uberlandia, MG, 2017.

Na figura 15, que demonstra os resultados do indice de clorofila nas plantulas,
observa-se que as curvas das lampadas LED vermelha e verde ndo se ajustaram a
nenhum modelo matematico, enquanto as lampadas LED azul mostraram uma curva
quadratica. No entanto, a melhor fonte luminosa para essa caracteristica foi obtida por
meio das lampadas fluorescentes brancas, apresentando a méaxima eficiéncia técnica
calculada a 40,4% da concentracdo de sais obtendo 33.3 SPADs de clorofila. O
resultado encontrado neste trabalho, contradiz o encontrado por Nhutet al. (2003), os
quais obtiveram maior quantidade de clorofila em brotagdes de morangueiro cv.
Akihime quando o cultivo foi realizado sob lampadas LED vermelha e azul. O
incremento da quantidade de clorofila sob 1ampadas fluorescentes brancas pode ser
explicado porque as plantulas cultivadas sob essa fonte luminosa apresentaram menor
porcentagem e grau de hiperidricidade, formando plantulas mais desenvolvidas e com

menor teor de agua nas células, principal desordem fisioldgica ocasionada pela

vitrificagdo.
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FIGURA 15 — Indice de clorofila total de plantulas de manjericio (Ocimum

basilicum L.) cultivadas sob diferentes concentragdes de sais do meio MS e
diferentes fontes de luminosidade. Uberlandia, MG, 2017
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4. CONCLUSOES

A utilizagdo de lampadas fluorescentes brancas formaram plantulas maiores,
com melhor desenvolvimento do sistema radicular e menor porcentagem de
hiperidricidade.

Altas concentragdes de sais do meio de cultura MS se mostraram prejudiciais

para o desenvolvimento pleno das plantulas de manjericdo.
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CONSIDERACOES FINAIS

No primeiro experimento, o uso de lampadas Growlux se mostrou positivo para
sua utilizagdo em futuros trabalhos na cultura de tecidos vegetais. No entanto, a
utilizagdo de lampadas LED coloridas no segundo experimento ndo apresentou
superioridade em relag@o a utilizagdo de lampadas fluorescentes brancas, demonstrando
que outros fatores, como uso de reguladores de crescimento e concentragdes de sais no
meio de cultura, estdo diretamente relacionados as respostas morfogénicas das plantas
cultivadas sob diferentes fontes de luminosidade.

Diante desses resultados, sugere-se o desenvolvimento de novos estudos
testando lampadas Growlux e LED coloridas na multiplicagdo in vitro de Ocimum
basilicum L., de modo a compreender melhor as eventuais transformagdes
morfofisiologicas que possam ocorrer nessas plantulas. Além de contribuirem para a
completa elucidacdo desses fatores para o manjericdo, esses estudos podem ser

aplicados a outras culturas.
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