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CAPITULO 1

Cultivo in vitro e ex vitro de cultivares de manjericao (Ocimum basilicum

L.)

RESUMO GERAL

RAYSSA CAMARGO DE OLIVEIRA. Cultivo in vitro e ex vitro de cultivares
de manjericao (Ocimum basilicum) 2020. 90p. Tese (Doutorado em Agronomia/

Fitotecnia) Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.!

O manjericao (Ocimum basilicum) ¢ uma espécie aromatica e medicinal utilizada na
industria farmacéutica, alimenticia, de cosméticos e de limpeza o que resulta em uma
demanda por matéria prima em quantidade e padrdes de qualidade minimos. As espécies
produtoras de Oleos essenciais podem apresentar alta variabilidade entre individuos
resultando em uma desuniformidade no desenvolvimento e, portanto, na quantidade e
composicdo do dleo essencial. Neste contexto, objetivou-se o cultivo in vitro através da
micropropagacdo para minimizar pontos criticos comuns no cultivo de plantas com
propriedades medicinais e ou produtoras de Oleos essenciais. Dessa forma, foram
realizados cinco experimentos no intuito de estudar o desenvolvimento in vitro de
algumas cultivares dessa espécie. No primeiro experimento avaliou-se o uso dos meios
MS e LS sob cultivares de manjericao. No segundo, avaliou-se a influéncia do uso de
tampas dos frascos com e sem filtros. No terceiro avaliou-se o efeito de lampadas
fluorescentes brancas e LEDs amarelo, azul, verde e vermelho. No quarto experimento
avaliou-se o efeito de lampadas LED azul e LED Growlux. No ultimo experimento
avaliou-se o cultivo em vasos e a producdo de 6leo essencial. O manjericao in vitro
cultivado em meio de cultura MS produziu plantas com maior matéria seca € menor
porcentagem de hiperhidricidade. A tampa sem filtro resultou em menor contaminagao
no cultivo in vitro de manjericdo. As plantas in vitro produziram maior quantidade de
folhas e massa fresca e seca quando cultivadas sob ldmpadas LEDs Growlux. As
cultivares Limoncino e Anise produziram plantas mais altas e com maior didmetro de
copa quando cultivado em vasos enquanto que Cinnamon cutivado na mesma condi¢ao

produziu maior quantidade de massa seca, teor de agua e clorofila. A cultivar Anise



apresentou como composto majoritario Metil chavicol (66,98%), Cinnamon Metil

cinamato e Linalol (26,95% e 23,44%) e Italian Large Leaf o composto Linalol (41,91%).

Palavras chave: Ocimum basilicum, Cultura de tecidos. Meio de cultura. Lampadas.

Oleo essencial.

'Orientador: José¢ Magno Queiroz Luz- UFU.

In vitro and ex vitro culture of manjericao (Ocimum basilicum L.) cultivars

GENERAL ABSTRACT

OLIVEIRA, RAYSSA CAMARGQO. In vitro and ex vitro culture of manjericao
(Ocimum basilicum L.) cultivars 2020. 90p. Tesis (Doctor’s Program Agronomy/crop

Science) Federal University of Uberlandia, Uberlandia, MG'

Basil is an aromatic and medicinal species used in the pharmaceutical, food, cosmetics
and cleaning industries, which results in a demand for raw materials in minimal quantities
and standards. The species that produce essential oils can present high variability between
individuals, resulting in an uneven development and, therefore, in the quantity and
composition of the essential oil. In this context, in vitro cultivation through
micropropagation can minimize common critical points in the cultivation of plants with
medicinal and or essential oil-producing properties. Thus, five experiments were carried
out in order to study the in vitro development of some cultivars of this species. In the first
experiment, the use of MS and LS media was evaluated under basil cultivars. In the
second, the influence of the use of bottle caps with and without filters was evaluated. In
the third, the effect of white fluorescent lamps and yellow, blue, green and red LEDs was
evaluated. In the fourth experiment, the effect of blue LED and Growlux LED lamps was
evaluated. and finally, in the fifth experiment, the cultivation in pots and the production
of essential oil were evaluated. Biometric characteristics such as number of leaves,

lengths of aerial and root parts, fresh and dry mass, percentage of abnormal seedlings,



vitrification, crown diameter, water content, leaf area and Teor de clorofila were
evaluated. Basil in vitro reacted better to the use of MS culture medium. The cap without
filter resulted in better biometric characteristics and less contamination in the in vitro
cultivation of basil. The plants in general produced more leaves and fresh, dry mass when
grown under Growlux LED lamps. The cultivars Limoncino and Anise produced plants
that were comparatively taller and had a larger canopy diameter when grown in pots,
while Cinnamon produced a greater amount of dry matter, water content and chlorophyll.
The cultivar Anise presented as the major compound Methyl chavicol (66.98%),
Cinnamon Methyl cinnamate and Linalol (26.95% and 23.44%) and Italian Large Leaf
the compound Linalol (41.91%)).

Keywords: Tissue culture. Culture medium. Light. Essential oil!

"Major: José Magno Queiroz Luz — UFU.

'0 estudo ora apresentado foi construido seguindo as orientagdes na Norma para redagdo final de
dissertacdes e teses (PPGA, 20--). A mesma sugere a utilizacdo de um modelo e estrutura de acordo com a
finalidade do estudo que no caso deste estudo foi a de artigo cientifico.
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REFERENCIAL TEORICO

As plantas apresentam uma ampla variedade de diversidade quimica que pode
apoiar as industrias de alimentos, medicamentos, cosméticos, perfumaria e biomateriais.
A utilizagdo e popularidade dos medicamentos derivados de plantas tem aumentados nos
ultimos anos (NIAZIAN, 2019). Apesar das varias aplicagdes e da crescente demanda, as
plantas medicinais e/ou aromaticas sdo comparativamente pouco domesticadas. Quando
os humanos deixaram a caga nomade ¢ coleta de alimentos e comegaram a cultivar
plantas, seu foco estava principalmente em espécies fornecedoras de alimentos, como
trigo, soja, milho, arroz, batata, girassol e as plantas medicinais estiveram em segundo
plano por muitos anos (ROSADO et al., 2011).

A domesticacdo ¢ um processo evolutivo dinamico que cria novas e valiosas
formas de plantas de espécies selvagens através de modificacdo genética. Assim, a cultura
de tecidos pode contribuir para programas de melhoramento genético com a obtengao
massal de clones e constitui-se como um importante método por viabilizar a formagao de
grandes populacdes de alto gendtipo e, portanto, de subprodutos de alta qualidade como
os Oleos essenciais extraidos de plantas aromaticas (KOVACH et al., 2007).

Segundo Silva (2019) o Brasil ndo esta totalmente inserido na cadeia produtiva de
plantas aromaticas ¢ de produtos como os Oleos essenciais, o que torna emergente
verificar o comportamento dessas plantas para demonstrar que também ¢ possivel obter
produtividades de espécies aromaticas mesmo em solos tropicais e intemperizados
utilizando tecnologia e inovagao.

Segundo Hasenclever et al., (2017), a adequacao do quadro atual da regulacao
para a pesquisa e a producdo de plantas aromaticas e fitoterapicos em toda a cadeia
produtiva brasileira é capaz de diminuir a inundac¢do do mercado com a importacdo desses
produtos e suas matérias primas.

Dentre as espécies de plantas medicinais e/ou aromaticas cultivadas no Brasil esta

o manjericdo (Ocimum basilicum) que serd o foco deste trabalho.

Manjericao
O manjericao (Ocimum basilicum) ¢ uma importante espécie medicinal, aromatica
e ornamental da familia da Lamiaceae, utilizada principalmente na extragao de oleo

essencial (ROSADO et al., 2011) e consumo in natura. Seu 6leo essencial apresenta
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diferentes composigdes segundo a cultivar, pode ser obtido da destilagdo das flores, ramos
e folhas e ¢é importante para as industrias cosmética, farmacéutica e de perfumaria
(ALCANTARA et al., 2018).

Quanto ao uso na medicina popular utilizam-se, principalmente as inflorescéncias
e menos frequentemente as folhas, que sdo consideradas antiflatulenta, antiséptica,
antitissica, carminativa, cicatrizante, diaforética, espasmolitica, estimulante,
expectorante e sedativa. Além disso, apresenta beneficios no tratamento de doengas
gastrointestinais, cardiovasculares, cancer e diabetes (NADEEM et al., 2019).

Outras propriedades apresentadas sao antioxidante, antifingica, inseticida,
nematicida e antimicrobiana que favorecem o uso na agricultura como pesticida (SILVA
etal., 2017).

As flores de manjericdo sdo de cor branca a roxa e dispostas em um pico terminal,
com 4 estames epipétalos, 5 pétalas sendo uma labiada conforme a familia botanica,
folhas opostas e frutos secos do tipo esquizocarpicos. As cultivares de manjericdo podem
ser distinguidas entre si com base em sua altura, formato, tamanho de folhas além da
composi¢ao dos oleos essenciais.

Multiplica-se tanto por sementes como por estacas sendo as sementes ortodoxas
podendo ser semeadas diretamente na area de cultivo ou as mudas podem ser produzidas
e transplantadas para o campo. As sementes de manjericao sao relativamente pequenas ¢
por isso a obten¢do de mudas permite a redugdo das perdas quando comparada com a
semeadura direta no campo o que garante o estande final (Anexo — Figura 15). Algumas
cultivares sdo semeadas direta no campo principalmente por pequenos produtores rurais
para a comercializagdo da planta como condimento (MAGGIONNI et al., 2014).

A espécie Ocimum basilicum é originaria da regido Sudeste da Asia e Africa
Central e ¢ cultivada em extensdo principalmente na Indonésia, Egito, Marrocos, Franca,
india, Grécia, EUA e Hungria (LORENZI e MATOS, 2008).

O nome “Basil” ¢ derivado da palavra grega basileus, que significa “real ou
semelhante a um rei” por causa da fragrancia real desta planta. A Plant List (2010)
reconheceu 66 de um total de 327 espécies de ervas e arbustos registrados no género
Ocimum. Existem muitas variedades de manjericdo, com novas variedades sendo
adicionadas a cada ano. A taxonomia do manjericdo tem sido muito complicada pela
hibridizagao interespecifica e poliploidia, bem como diversidade morfoldgica e variacao

quimiotipica nas espécies de manjericao (LI e CHANG, 2016).



Cultivares

A espécie do manjericdo apresenta cultivares e dentre elas estdo a Anise,
Cinnamon, Grecco a Palla, Italian Large Leaf, Limoncino, e Maria Bonita. A Anise ¢ uma
cultivar de flores roxas, folhas verde escuras, bordas pouco serreadas (Anexos -Figura 1).
Pode ser cultivada a pleno sol, solo bem drenado e apresenta necessidade de agua
moderada a alta. O auge da producao de folhas ocorre aos 60-90 dias apds a germinacao
enquanto que floragao ocorre entre 120 a 140 dias (AMKHASEEDS, 2019). O composto
majoritario na composicao do 6leo essencial da cultivar Anise ¢ o metil chavicol (PINTO
etal., 2019).

A cultivar Cinnamon tem as flores roxas e as folhas verde escuras, com a bordas
serreadas, e seu 0leo essencial ¢ rico em linalol e (E)-metil-cinamato que produz um odor
semelhante a canela (Cinnamomum zeylanicum) e por isso pode ser usado em perfumarias
"finas", cosméticos e outros produtos de higiene pessoal, além de produtos nao
cosméticos (Anexos - Figura 2).

A cultivar Grecco a Palla ¢ uma planta com folhagem densa e vigorosa, de folhas
pequenas e numerosas, copa arredondada, indicada para cultivo em vasos e apresenta
potencial ornamental. E tolerante ao calor, ciclo de 60 dias no verdo e 90 dias no inverno,
sendo a Isla Sementes Ltda a empresa mantenedora (Anexos - Figura 3). O 6leo essencial
de cultivar Grecco a Palla apresenta como compostos majoritarios os alcoois linalol e
eugenol (PINTO et al.,2019).

A cultivar Italian Large Leaf apresenta plantas de porte médio a alto (50cm),
prolifica, com folhas grandes, concavas e ovais, de bordas nao serreadas, de coloracao
verde escura, flores brancas muito aromaticas, ciclo de 60 dias no verao ¢ 90 dias no
inverno sendo a Isla Sementes Ltda a empresa mantenedora (Anexos - Figura 4) (ISLA,
2019). Os trés componentes majoritario do 6leo essencial dessa cultivar sdo linalol,
eugenol e 1,8 cineol.

A cultivar de manjericio Limoncino apresenta plantas com folhas pequenas,
aroma de limao, ideal para canteiros e venda em ramos (Anexos - Figura 5). As plantas
sdo de tamanho uniforme (50cm), com copas densas, muito vigorosa, pouco resistente ao
pendoamento, ciclo de 60 dias no verdo e 90 dias no inverno e a empresa mantenedora ¢

Isla Sementes Ltda (ISLA,2019).



A cultivar Limoncino apresenta como composto majoritarios o geral e o geranial
(PINTO et al., 2019). Entretanto, segundo Paulus e colabolaradores (2016) a cultivar de
manjericdo Limoncino (Ocimum basilicum var. citriodorum) pode ser um hibrido entre
manjericao verdadeiro (Ocimum basilicum) e manjericao branco (Ocimum americanum);
apresentando forte aroma de limao, conferido pelo citral, constituinte majoritario de seu
6leo essencial.

A cultivar Maria Bonita ¢ proveniente do acesso PI 197442, oriundo do Banco de
Germoplasma North Central Regional PI Station, lowa State University, EUA e ¢ a
primeira cultivar registrada e melhorada de manjericao no Brasil. Apresenta forma de
copa arredondada, com pétala rosea e sépala roxa (BLANK et al., 2007). Os peciolos
foliares sdo comparativamente maiores do que as demais cultivares desse trabalho e ¢é
uma cultivar geneticamente melhorada com alto teor de linalol e bem enfolhada
(CARDOSO et al., 2016). O mantenedor € Prof. Dr. Arie Fitzgerald Blank e o nlimero de
registro da mesma ¢ 22019 (Anexos - Figura 6).

Alves e colaboradores (2007) testaram alguns acessos de manjericao e verificaram
diferentes atividades citotoxica e de letalidade o que reforga a ideia de que acessos e

cultivares podem ser diferentes entre si.

Metabolismo secundario e 0leos essenciais

Conhecer o que ¢ produzido pelas plantas € o que as tornam possuidoras de efeito
medicinal além disso, conforme o tipo de substincia que as mesmas produzem, as
condig¢des do local e o modo de conducao da cultura podem influenciar na caracteristica
final do produto (RIBEIRO e DINIZ, 2008).

As plantas superiores possuem dois tipos de metabolismo, o primario e o
secundario. No primario sdo produzidas substancias estruturais como lipideos, proteinas,
carboidratos, aminoacidos e acidos nucléicos, que estao relacionados com o crescimento
e desenvolvimento da planta (SHIH e MORGAN, 2020).

No metabolismo secundario sdo produzidas substancias que possuem atividades
de prote¢do contra pragas, doencas e atracdo de polinizadores, entre outras. Alguns desses
compostos vegetais chegam a ser usados como marcadores taxondmicos na classificacdo
botanica de plantas. Essas substancias possuem um grande potencial econdmico,
especialmente na industria alimenticia, farmacéutica e setores de comércio como € o caso

do 6leo essencial de manjericao (PIMENTEL et al., 2006).



Os 6leos essenciais sao produtos aromaticos volateis que podem ser encontrados
concentrados em diversas partes da planta como: nas folhas, flores, em células secretoras
(Anexo-figura 7), tricomas e outras, ¢ podem ser empregados nas industrias de
perfumaria, limpeza, cosmética, alimenticia e farmacéutica (TSURO et al., 2000).

Os 6leos essenciais de manjericao podem ser classificados em quatro quimiotipos,
segundo os principais componentes: linalol-metil chavicol, metil chavicol, metil cinamato
e eugenol (PINTO el al, 2019).

O ¢leo essencial de manjericao apresenta atividade antibacteriana contra bactérias
Gram-positivas e atividade moderada contra bactérias Gram-negativas. Cerca de trinta e
seis constituintes quimicos sdo identificados na composicdo do Oleo essencial de
manjerico e o linalol (69,87%) ¢ o principal constituinte (AL ABBASY et al., 2015).

A natureza e a quantidade desses metabolitos produzidos durante o
desenvolvimento do vegetal podem ser afetadas por diversos fatores como radiagdo,
temperatura, precipitacdo, ventos fortes, solo, época, estagdo e horario de coleta, entre
outros, que sao fatores passiveis de serem controlados no caso do cultivo in vitro (LIMA
et al., 2003).

Dessa forma € necessario testar maneiras de se obter uma produtividade que supra
a demanda do mercado nacional de produtos com concentra¢des, quantidade e qualidade
desejaveis de Oleos essenciais. Para isso, uma alternativa seria estudar os efeitos

diferentes formas de cultivo como in vitro e em vaso.

Cultura de tecidos vegetais

O processo de cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas
nas quais um explante (célula, tecido ou 6rgao) € isolado sob condi¢des assépticas, em
meio nutritivo artificial. Este processo baseia-se no principio da totipotencialidade das
células, ou seja, qualquer célula de organismo vegetal apresenta todas as informacoes
genéticas necessarias a regeneracdo de uma planta completa (JUNGHANS e SOUZA
2013; GALLO e CROCOMO, 2011).

Assim, diversas partes da planta como gemas, meristemas apicais, embrides,
segmentos de caule, extremidade de raizes, anteras, protoplasto e outras, podem ser
cultivadas in vifro em meio nutritivo apropriado em ambiente asséptico (THORPE, 2012).

A micropropagacdo € uma técnica de cultura de tecidos que engloba diferentes

etapas que vao desde o estabelecimento da cultura in vitro até seu enraizamento,



culminando com a aclimatizagdo da planta micropropagada (BASTOS et al., 2007). A
técnica apresenta bons resultados e tem sido utilizada para obtengdo de plantas sadias e
em larga escala (THORPE, 2012).

O controle quase absoluto do crescimento ¢ da morfogénese a partir de explantes
in vitro ¢ uma das principais caracteristicas da cultura de tecidos vegetais, sendo que esses
fendomenos ocorrem mantendo-se os explantes em um meio de cultura (CID, 2014). Dessa
forma, surge a necessidade de se estudar e conhecer detalhadamente quais sdo os
componentes ¢ propriedades dos meios de cultura e ambiente com um todo para cada

espécie envolvendo fatores como tipo de frascos, luz e processo de aclimatizagao.

Meios de cultura

Um dos fatores a ser definido para se fazer micropropagagdo ¢ o meio de cultura
a ser utilizado. No desenvolvimento dos meios nutritivos para a cultura de tecidos de
plantas, houve desde o inicio uma busca por meios definidos, de composi¢ao conhecida
e controlada (CID, 2014). Porém, algumas modificagdes além de proporcionarem
melhores condi¢des de desenvolvimento das plantas, tém ainda grande aplicabilidade na
melhoria da conservacao e multiplicacao in vitro. Na maioria das vezes essas alteragoes
se baseiam na redugdo da concentragdo de seus componentes originais, utilizagdo de
agentes alternativos, alteracdo do potencial hidrogenidnico (pH) ou ainda adi¢dao de
reguladores de crescimento (SOUZA et al., 2011).

Os meios de cultura, segundo CID (2014), além de fornecer as substancias
nutricionais essenciais para o crescimento, também determinam o padrao de
desenvolvimento in vitro. Alguns desses meios foram especificamente desenvolvidos
para fornecer os requisitos particulares a espécie trabalhada, como o meio basico de
cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), desenvolvido inicialmente para tecido
medular de Nicotiana tabacum e que atualmente ¢ utilizado para um grande numero de
espécies. Além do MS, alguns anos apds foi desenvolvido o meio LS (LINSMAIER e

SKOOG, 1965) que ¢ muito similar ao primeiro, mas contém algumas alteragdes (Quadro

).



Sais LS mg L! MS mg L!
CaCl.» Hlxo 440 440
KHLLPO4 170 170
KNO> 1900 1900
MgSO4 7HL,O 370 370
NH4NO3 1650 1650
CoCl. 6 HI,O 0,025 0,025
CuSOq4. 5 HL,O 0,025 0,025
H>BO3 6,2 6,2
KI 0,83 0,83
MnSO4 4H,0 22,3 22,3
Nal> MoOs 2HI>,O 0,25 0,25
ZnS0O4 THI,O 8,6 8,6
FeSO4 7THI2O 27,8 27,8
NalLEDTA 2 HI,O 37,2 37,2
Acido nicotinico 0,5
Glicina 2,0
Mio-inositol 100 100
Piridoxina Hcl 0,5
Tiamina Hcl 0,4 0,1

Quadro 1:Comparagao da composi¢dao dos meios de cultura LS e MS.

No Quadro 1 ¢ possivel verificar que o meio LS difere do meio MS por ndo conter
as vitaminas acido nicotinico e piridoxina e o aminoacido glicina além de conter maior
quantidade da vitamina tiamina.

A necessidade de vitaminas ¢ varidvel para cada espécie e ha relatos de cultura

que dispensam a adi¢ao de vitaminas no meio nutritivo. A tiamina, na forma de pirifosfato
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de tiamina ¢ um co-fator essencial no metabolismo do carboidrato e ¢ diretamente
envolvida na biossintese de alguns aminoacidos. A tiamina tem sido adicionada aos meios
de cultura mais frequentemente porque as plantas a requerem para crescer (CID et al.,
2014).

A glicina ¢ um aminoacido precursor da sintese de clorofila e também age nos
mecanismos de defesa dos vegetais. Os aminodcidos de maneira geral, dentre outras
funcdes, tém interacdo com a nutricdo de plantas, aumentando a eficiéncia na absor¢ao,
transporte e assimilagdo dos nutrientes.

A quelacao de cations com aminoacidos gera moléculas sem cargas, reduzindo o
efeito das forcas de atrag@o e repulsdo da cuticula da folha, elevando a velocidade de
absor¢do dos nutrientes. Além disso, esses quelatos formados por cations mais
aminoacidos aumentam a capacidade de circulagdo de nutrientes pelas membranas,
culminando em um importante componente de nutricdo das plantas, a translocacdo de

nutrientes pouco moveis pelos vasos do floema (GIOACCHINO et al., 2019).

Tipo de tampas e microambiente

O tipo de vedagao utilizado no frasco de cultura também ¢ um fator que determina
a qualidade do microambiente dentro dos frascos por influenciar nas trocas gasosas com
o ambiente externo. Tampas que vedam totalmente o frasco facilitam a prevengdo de
contaminagdes, porém ndo permitem trocas gasosas adequadas prejudicando o
desenvolvimento da planta, principalmente devido a saturagcdo com gases que induzem a
senescéncia e/ou hiperhidricidade podendo tornar as plantas menos rusticas e mais
sensiveis a fase de aclimatizacdo (WOJTANIA e WEGRZYNOWICZ-LESIAK., 2012).

A forma de vedagao empregada interfere nas trocas gasosas entre o microambiente
dentro do frasco e o ar atmosférico, o que pode ocasionar o aumento da concentragdo de
CO; e etileno dentro dos frascos se for utilizada vedagao hermética, resultando em teores
insuficientes de clorofila para realizar a fotossintese e garantir sua manutengdo e
crescimento (FERNANDES et al., 2013).

As vedagdes mais utilizadas em laboratdrios sdo tampas plasticas de pressao ou
de rosca de polipropileno, podendo ser autoclavadas, pois resistem a altas temperaturas
sem que ocorra deformacao. Recentemente, membranas porosas permedveis a gases t€ém
sido usadas, pois permitem a eficiéncia das trocas gasosas, diminuindo o acimulo de

etileno, culminando na melhoria do processo de aclimatizacdo (MARQUES et al., 2013).

11



Contudo, pelo seu elevado custo também empregam-se vedagdes alternativas, tais como:
papel aluminio, gaze com algodao, metal e pelicula de PVC.

A planta bem formada in vitro apresenta melhores condigdes de superar
dificuldades no processo de aclimatizagdo, pois a aclimatizacao representa para algumas
espécies um fator limitante na producao, em decorréncia dos altos indices de mortalidade,
baixa taxa de crescimento e desuniformidade das mudas micropropagadas.

O déficit hidrico resultante da elevada transpiragdo das plantas durante a
transferéncia para a condicao ex vitro, ¢ uma das principais causas da mortalidade das
mudas na etapa de aclimatizacdo (BANDINELLI et al., 2013).

Essa baixa regulagdo da perda de agua ocorre porque, em geral, as plantas in vitro
possuem estomatos pouco funcionais, além de reduzido espessamento da cuticula e da
parede das células epidérmicas, pequeno desenvolvimento do mesoéfilo foliar, com muitos
espagos intercelulares e auséncia ou reduzido nimero de tricomas na epiderme
(HAZARIKA, 2006; KHAN et al., 2003).

Além disso, a regulagdo hidrica, na transi¢do do metabolismo heterotrofico para
autotrofico desempenha papel fundamental na etapa de aclimatizacdo. A atividade
fotossintética das plantas in vitro ¢ limitada principalmente pela reduzida intensidade
luminosa, concentracdo de CO> no recipiente de cultivo e presenca de sacarose no meio
de cultura que ¢, em geral, a tinica ou principal fonte de carbono para o crescimento e
desenvolvimento das plantas in vitro (LIMA-BRITO et al., 2016).

Assim, a transferéncia do ambiente in vitro para o ambiente ex vitro requer
alteragdes nas plantas micropropagadas, a fim de reduzir o estresse causado pelas
diferencas entre as condigdes ambientais (SILVEIRA et al., 2013). Em geral, essas
alteracdes sdo induzidas em uma fase denominada rustificagdo, que consiste na exposi¢cao
gradual das plantas as condi¢des externas ao ambiente de cultivo, e pode ocorrer in vitro
e/ou durante o periodo de aclimatizagdo (LIMA-BRITO et al., 2016). Entre os
procedimentos que induzem tais alteragdes in vitro, destacam-se o aumento na
intensidade luminosa, a redugdo ou eliminacao da sacarose do meio de cultura e aeragao
das culturas através de tampas com filtros.

As condi¢Oes nutricionais e climaticas sdo um fator determinante no cultivo
vegetal, pois o desempenho agrondmico depende da interagdo entre gendtipo e ambiente,
podendo muitas vezes afirmar que a condi¢do climatica ¢ mais limitante do que o

nutriente nitrogénio para o desenvolvimento de um vegetal (FERREIRA et al., 2016).
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Fator luz

Um outro fator relevante para a manutencao dos vegetais € a luz fotossintética e a
a eficiéncia luminosa ¢ um parametro que indica o quao eficiente uma fonte luminosa
converte em luz fotossintética a energia que recebe, sendo avaliada pela correlagao do seu
consumo de energia dado pela poténcia em Watts (W) e o fluxo luminoso total emitido,
dado em limens (Im).

As lampadas utilizadas em cultivos vegetais devem ser avaliadas também quanto
atemperatura da cor que ¢ medida em unidades de Kelvin (K). Considera-se a temperatura
inferior a 3000 K, a luz neutra entre 3000 ¢ 5000 K e a luz superior a 5000 K ¢ a
temperatura da cor correspondente a luz solar e a 'luz de dia' de temperatura 5500 K ou
superior.

Lampadas fluorescentes brancas sao particularmente ricas em comprimentos de
ondas azuis, mas podem ser enriquecidas com comprimentos de onda vermelhos
frequentemente usadas nas camaras de crescimento de planta. Essas lampadas apresentam
espectro por duas linhas individuais da emissdao de mercurio sobreposta em um espectro
continuo do fosforo (SALISBURY e ROSS, 2012).

Outro tipo de lampadas que tem sido usado em salas de crescimento sdo as LEDs
(Light Emitting Diode) em virtude dos seus beneficios, incluindo espectro
monocromatico, menos calor e consequentemente ha menor gasto para controle de
temperatura da sala de crescimento com ar acondicionado. Além disso, a menor produgdo
de calor permite que as lampadas sejam posicionadas mais préximo as plantas permitindo
uma melhor qualidade de iluminacdo e otimiza o uso do espaco (WATANABE et al.,
2011).

A lampada LED é um componente eletronico que ndo utiliza reator e que gera luz
com baixo consumo, pois necessitam de uma menor quantidade de poténcia para gerar o
mesmo fluxo luminoso de uma lampada fluorescente (limens). Quando mantidos em
temperaturas favoraveis, os LEDs tém uma vida ttil operacional de 50.000 horas ou mais,
que ¢ pelo menos duas vezes mais que as lampadas fluorescentes ou de sodio de alta
pressdo convencionais (Figura 8 Anexos). Além disso as lampadas LEDs podem
apresentar até o dobro de eficiéncia luminosa do que as lampadas fluorescentes

(BOURGET, 2008).
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Um tipo especifico de LED que ¢ recomendado para cultivo de plantas sdo as
lampadas do tipo Growlux que sdo fabricadas para uso na agricultura além de aquarios.
Ela ¢ composta por feixes de luz individualizados com comprimentos de onda na faixa
do vermelho e azul. (Figura 9 - Anexos).

A respeito dos efeitos da composicao espectral sobre a morfogénese vegetal, os
resultados tém sido variados segundo as espécies e o6rgdos. A luz da regido azul e
vermelha estimulam diferentes taxas fotossintéticas e organogéneses de raiz/broto nas
plantas (Figura 10 -Anexos).

O fitocromo ¢ o principal fotorreceptor das plantas vasculares e ele absorve mais
fortemente as luzes vermelha e vermelha distante, ¢ em menor quantidade absorve a luz
azul. Quimicamente, o fitocromo ¢ um homodimero de dois polipeptidios idénticos, cada
um com um peso molecular de aproximadamente 120 KDa. Cada polipeptidio tem um
grupo prostético chamado de cromdforo que € ligado por um atomo de enxofre a um
residuo de cisteina do polipeptidio. E o croméforo, e ndo a proteina, que absorve a luz
que causa a resposta pelo fitocromo (SALISBURY e ROSS, 2012).

A presenca dos fitocromos e outros fotorreceptores na planta controlam os
processos fotomorfogénicos, iniciando com a germinagdo da semente e o
desenvolvimento das mudas o que culmina na formagdo de novas flores e sementes
(SALISBURY ¢ ROSS, 2012). Os fitocromos apresentam um limite de receptacio de luz
determinando entdo a existéncia de um ponto de saturagdo luminoso que ¢ quando a
velocidade do processo ¢ méaxima e a partir dai se torna constante. Neste ponto de
compensag¢do luminoso ¢ 0 momento em que a velocidade da fotossintese e da respiragdo
sdo iguais, portanto, do ponto de vista produtivo € importante conhecer esse ponto a fim
de evitar desperdicio energético.

A qualidade de luz, a especificidade de comprimento de onda e o tempo de
exposicao determinam a biossintese de metabolitos fitoquimicos em numerosas espécies
de plantas que produzem alcaloides, terpenoides, glicosideos, esteroides e 6leo essencial

no caso de manjericao a ser estudado nesse trabalho (ANJUM e ABBASI, 2016).

Aclimatizacao

As plantas produzidas por micropropagacao in vitro passam em ultimo estagio

pelo processo da aclimatizagdo que € uma etapa critica para as plantas micropropagadas
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ja4 que as mesmas apresentam um aparelho fotossintéticos menos ativo em virtude da
presenca de um agucar como fonte energética, pela fonte luminosa artificial e pela
composicdo gasosa restrita dentro do frasco. Essas caracteristicas contribuem para
formagdo de uma cuticula foliar pouco cutinizada, retengao de liquido formando plantas
com hiperhidricidade ou ainda sujeitas ao fendmeno recorrente de oxidacao.

O manjericao apresenta problemas de hiperhidricidade quando cultivado in vitro
o que torna dificil a adaptacdo ao ambiente externo. Neste estado a planta apresenta
desordens morfoldgicas e fisiologicas decorrentes do elevado teor de d4gua no interior das
células e tecidos, podendo atingir 60% dos brotos micropropagados (PARK et al., 2004).

Plantas hiperhidricas caracterizam-se morfologicamente por apresentarem
aspectos, translucido, caules largos e engrossados em didmetro e com entrends mais
curtos que os de plantas normais, 6rgados menos verdes e facilmente quebrdveis, menor
formagao de raizes ou o nao enraizamento, hipertrofia do mesoéfilo e do cortex do caule,
hipertrofia das células, maiores espacos intercelulares, falta de cera cuticular, folhas
grossas, frageis, alongadas e/ou enrugadas e com alteragdes na densidade e distribuigdo
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
desorganizacdo dos tilacoides e baixo nimero de granas, menor nimero de cloroplastos
e menor quantidade de clorofila (PALMA et al., 2011).

Dessa forma, se torna importante o estudo de maneiras que favorecam a
transferéncia dessas plantas do ambiente in vitro para ex vitro onde € possivel produzir
uma maior quantidade de biomassa e consequentemente extrair um maior volume de 6leo

essencial.
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CAPITULO 2

Meios de cultura e tipos de tampas em manjericio in vitro

OLIVEIRA, RAYSSA CAMARGO. Meios de cultura e tipos de tampas de recipiente
em manjericao in vitro. 2020. 90p. Tese (Doutorado em Agronomia/ Fitotecnia) -
Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia, Universidade Federal de Uberlandia,

Uberlandia, MG.

RESUMO
A utilizagdo de técnicas de micropropagagao em plantas aromaticas possibilita a produ¢ao
de um genotipo em larga escala com condigdes controladas. Dentre essas condi¢des
controladas estdo o tipo de meio de cultura, o ambiente dentro do frasco e o material
genético. Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos do uso de meios
de cultura LS e MS e da utiliza¢do de tampas com um ou dois filtros no cultivo in vitro
de quatro cultivares de manjericao (Ocimum basilicum L.). Os experimentos foram
realizados no Laboratorio de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia, onde
os segmentos nodais das quatro cultivares foram inoculados individualmente em frascos
contendo meio MS e LS 50% e no segundo experimento os segmentos nodais foram
inoculados em frascos com meio MS 50% e tampas com ou sem filtros. Posteriormente
os frascos foram mantidos por 60 dias em sala de crescimento e ao final foram avaliadas
as caracteristicas numero de folhas e brotos, comprimento de parte aérea e radicular,
massa seca, indice Teor de clorofila, porcentagem de contaminagdo, de sobrevivéncia, e
de hiperhidricidade. O manjericao in vitro apresentou maior massa seca € menor taxa de
hiperhidricidade quando cultivado em meio de cultura MS 50% e quando cultivado em

recipientes com tampas sem filtro resultou em maior massa seca € menor contaminagao.

Palavras-chave: Micropropagagdo. Cultivares. Microambiente. Nutrientes.

ABSTRACT

The use of micropropagation techniques in aromatic plants enables large-scale production
under controlled conditions. Among these controlled conditions are the type of culture

medium, the environment inside the bottle and the cultivar. Thus, this study aimed to
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evaluate the effects of using the LS and MS culture media in addition to lids with one or
two filters for the in vitro cultivation of four basil cultivars (Ocimum basilicum L.). The
experiments were carried out at the Biotechnology Laboratory of the Federal University
of Uberlandia, where the nodal segments of the four cultivars were individually
inoculated in flasks containing 50% MS and LS medium and in the second experiment
the nodal segments were inoculated in flasks with 50% MS medium and lids with or
without filters. After that, the flasks were kept for 60 days in a growth room and at the
end the characteristics were evaluated, such as number of leaves and buds, length of aerial
and root parts, dry mass, Spad index, percentage of contamination, survival, and
hyperhydricity. Basil in vitro reacted better to the use of 50%MS culture medium. and the
cap without a filter resulted in better biometric characteristics and less contamination in

the in vitro cultivation of basil.

Keywords: Micropropagation. Cultivars. Microenvironment. Nutrients.

INTRODUCAO

A cultura de tecidos vegetais mostra-se como alternativa através de diferentes
técnicas, que permite a propagacao massal de espécies aromaticas que apresentam grande
heterogeneidade via propagagdo por sementes como € o caso do manjericao (PINHAL,
2017), o que permite produzir mudas em larga escala pela micropropagacdo além de
incluir espécies em bancos de germoplasma e promover o intercambio dessas.

A micropropagacao além de disponibilizar maior quantidade de mudas em curto
periodo de tempo permite também o controle das condigdes ambientais durante a
propagacdo e a preservacdo de plantas matrizes sem riscos de infec¢do por
microrganismos (BANDINELLI et al., 2013). No entanto, € necessario o estabelecimento
de protocolos que melhor se adequem as exigéncias de cada espécie. Dessa forma, a
cultura de tecidos mostra-se como técnica de grande relevancia, que otimiza o processo
propagacao mantendo as caracteristicas desejadas.

Um aspecto fundamental para realizar a micropropaga¢do de uma planta é o
dominio da tecnologia de propagag¢do em laboratério, o qual ¢ o resultado de estudos
realizados com os fatores que afetam o crescimento € o desenvolvimento das plantas in

vitro. Os meios de cultura de tecidos sdo constituidos por 4gua, macro e micronutrientes,
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vitaminas, mio-inositol, uma fonte de energia (carboidrato) e um agente geleificante
necessarios as plantas. Esses componentes oferecem as condi¢des necessdrias para o
desenvolvimento das plantas, porém, diferentes combinagdes sdo requeridas a depender
da espécie (CID, 2014).

Diversos trabalhos testando meios de cultura no cultivo in vitro de manjericao sao
encontrados, entretanto ha poucos trabalhos testando ao nivel de cultivares, o que justifica
trabalhos como este (COSTA et al., 2012).

O tipo de vedagao utilizado no frasco de cultura também ¢ um fator que determina
a qualidade do microambiente dentro dos frascos por influenciar nas trocas gasosas com
o ambiente externo. O microambiente dentro dos frascos de cultura parece ser um
ambiente homogéneo, mas na verdade ¢ o responsavel pela variabilidade no
comportamento das culturas, uma vez que os fatores determinantes para a qualidade do

microambiente sdo os tipos de frasco, tipo de tampa e quantidade de meio presente.

OBJETIVO

Objetivou-se avaliar o efeito do meio de cultura in vitro e dos tipos de tampas dos

recipientes em cultivares de manjericao.

Objetivos especificos

Estudar o efeito das diferentes composicdes dos meios de cultura in vitro sob as
cultivares de manjericao.

Identificar a tampa de frascos de cultivo in vitro mais propicia para o
desenvolvimento das cultivares de manjericao.

Analisar a biometria e fisiologia das cultivares de manjericao.

MATERIAL E METODOS

Os dois experimentos foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia. Sementes de manjericao (Ocimum basilicum) das
cultivares: Anise, Cinnamon, Grecco a Palla e Italian Large Leaf obtidas através da

empresa Richters Herbs foram utilizadas como fonte de explantes.
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As sementes foram desinfestadas em alcool 70% durante um minuto e em solugao
de hipoclorito de s6dio 30% por vinte minutos. Em seguida, em camara de fluxo laminar
foram lavadas trés vezes com agua destilada e autoclavada.

No primeiro experimento, os frascos de vidro transparentes contendo 30 mL de
meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e LS (LINSMAIER e SKOOG,
1965) foram preparados nas concentragdes 50% conforme TRENTO (2017). Utilizou-se
1,8 g L! de Phytagel, 3% de sacarose, ajuste do pH para 5,7 e em seguida os frascos
foram autoclavados a 121°C e 1,2 atm durante 20 minutos. E, as sementes foram
inoculadas nos frascos, levadas até a sala de crescimento para desenvolvimento das
plantulas durante 60 dias.

Os frascos foram vedados com tampas de polipropileno sem filtro e lacrados com
filme PVC. A sala de crescimento foi mantida a um fotoperiodo de 16 horas por dia,
temperatura de 25+2°C, com intensidade luminosa de 52,5W m™s’!, fornecida por
lampadas brancas fluorescentes.

O experimento foi realizado em esquema fatorial 4x2 em que o primeiro fator foi
meio de cultura e o segundo cltivares. O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos casualizados (DBC) afim de evitar a heterogeneidade de luminosidade dentro da
sala de crescimento. Cada tratamento foi composto por cinco repeticdes sendo que cada
parcela experimental consistiu de dez frascos e cada frasco continha cinco sementes.

Apds 60 dias da inoculagdo dos explantres, foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: numero de folhas, de brotos, comprimento dos brotos, da parte radicular,
massa seca, porcentagem de sobrevivéncia e de plantulas com hiperhidricidade.

O segundo experimento foi instalado de maneira similar ao primeiro experimento,
porém os frascos foram vedados com tampas de polipropileno (Anexo -figura 11) com
um filtro, dois e sem filtros.

O meio de cultura utilizado foi MS50% com pH do meio de cultura ajustado para
5,7 e autoclavado a 121°C e 1,2 atm durante 20 minutos. Posteriomente foi inoculado as
sementes fontes dos explante segmento nodal.

O experimento foi realizado em esquema fatorial 4x3 em que o primeiro fator foi
tipo de tampas e o segundo cultivar. O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos casualizados (DBC) com doze tratamentos e cinco repeticdes. Cada parcela

experimental consistiu de cinco frascos sendo que cada frasco continha cinco explantes.
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Depois de 60 dias da inoculacao dos segmentos foi realizada avaliagao das seguintes
caracteristicas: numero de folhas e brotos, comprimento da parte aérea e radicular das
plantulas (cm), massa seca (g), teor de clorofila e porcentagem de contaminagdo das
plantulas desenvolvidas (%).

Metade das plantas cultivadas in vitro com diferentes tampas foram avaliadas
conforme caracteristicas descritas acima, porém nao foi realizada a massa seca. Essas
plantas foram transplantadas para bandeja de isopor para avaliacdo da porcentagem de
aclimatizacgao.

Os dados obtidos nos dois experimentos foram submetidos a analise de variancia
utilizando-se o programa estatistico Sisvar 4.3 (FERREIRA, 2014) com posterior
aplicagdo do teste médias Tukey. Através do programa estatistico Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) foram testadas e atendidas as pressuposi¢des de normalidade
dos residuos, homogeneidade das variancias e aditidividade de blocos, com os testes de

Shapiro-Wilk, Levene e Tukey a 0,01 de significancia (IBM, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Meios de cultura e cultivares de manjericao

Observou-se que houve interagdo significativa dos fatores testados para as
seguintes varidveis avaliadas: quantidade de folhas desenvolvidas (FOL) e comprimento
da parte aérea das plantulas (AER). Ja para as caracteristicas comprimento da parte
radicular (RAD), massa seca de plantulas (MSE) e porcentagem de plantulas com
hiperhidricidade (HIP) a interacdo ndo foi significativa, o que caracteriza independéncia
dos fatores estudados, sendo assim, foram analisados isoladamente (Anexo 1).

Verificou-se que a varidvel nimero de brotos (NBR) e porcentagem de
sobrevivéncia (SOB) com média geral de 2,62 e 95% respectivamente ndo diferiram
frente ao uso dos dois meios de cultura.

Os dados obtidos apontam que o nimero de folhas produzidas pelas cultivares de
manjericdo ndo diferiram quando cultivadas em meio MS ou LS, com excessdo da cultivar
Anise que em meio MS produziu mais folhas que as demais (Quadro 1). Essa maior
producao de folha das cultivar Anise pode ter relagdo com a maior quantidade das

vitaminas 4cido nicotinico, piridoxina e do aminoacido glicina no meio MS (Tabela 1).
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O 4acido nicotinico (niacina ou vitamina B) ¢ um alcaloide presente nas moléculas
de NAD e NADP (nicotinamida adeninadinucleotideo) envolvida na fotossintese, a
vitamina piridoxina B6 participa em reagdes de degradagcdo de aminoacidos, sendo que
um dos produtos finais ¢ a acetil-coenzima A do processo da respiracdo, necessaria a
producao de energia e a sintese de proteinas, lipidios e acetilcolina (FRANK, 2013) ¢ a
glicina ¢ um aminoécido precursor da sintese de clorofila e também age nos mecanismos
de defesa dos vegetais (GIOACCHINO et al., 2019).

Em meio LS, além do numero de folhas, a cultivar Grecco a Palla também
apresentou maior comprimento da parte aérea que a cultivar Anise, o que demonstra
maior capacidade de adaptagdo da Grecco a Palla a auséncia de determinados
componentes no meio LS (Tabela 1).

O meio LS difere do MS por ndo apresentar algumas vitaminas e aminodcido e
existem plantas que ndo sao capazes de sintetizar suas proprias vitaminas € isso pode ter
ocorrido por exemplo com as plantas cultivares Anise. Dessa forma, a incorporago
dessas substancias ¢ sempre um fator a ser estudado e em se tratando de drenos, raizes,
por exemplo, a suposi¢cdo de que nem todos os seus requerimentos nutricionais organicos
sejam sintetizados ficou evidenciada quando se observou que, na presenca de algumas
vitaminas (tiamina, piridoxina, acido nicotinico, etc.), o crescimento das raizes

melhoraram sensivelmente (SALISBURY e ROSS, 2012).

Tabela 1:Numero de folhas e comprimento de parte aérea de plantulas de cultivares de
manjericao (Ocimum basilicum) in vitro em diferentes meios de cultura, Uberlandia-MG,

2020.

Numero de folhas Comprimento da parte aérea (cm)
Cultivares
MS LS MS LS
Anise 9,69 Aa! 5,00 Bb 3,67 Ab 2,33 Ab
Cinnamon 10,43 Aa 7,50 Ab 7,00 Aa 5,33 Ba
Grecco Palla 13,16 Aa 16,80 Aa 3,33 Ab 4,83 Aa
Italian I. leaf 9,05 Aa 6,33 Ab 4,50 Ab 3,33 Aab
Médias 10,58 8,90 4,62 3,95

'médias seguidas por letras distintas minascula na coluna e maitiscula na linha diferem entre si pelo teste

de Tukey a 0,05 de significancia.
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O manjericao Cinnamon quando cultivado em meio MS resultou em plantas de
maior comprimento de parte aérea do que as Cinnamon cultivadas em meio LS. Quando
se inoculou as cultivares em meio MS também verificou-se que o comprimento de parte
aérea de Cinnamon foi superior a das demais cultivares, porém quando se cultivou em
meio LS, Cinnamon apenas apresentou maior altura que a cultivar Anise (Tabela 1).

As plantas de manjericdo quando cultivadas em meio MS e LS produziram
estatisticamente as mesmas quantidades de brotos, porém ao nivel de cultivares verificou-
se que Grecco a Palla e Italian Large Leaf produziram maior nimero de brotos do que
Anise (Tabela 2). Isso ocorre porque a cultivar Grecco a Palla apresentam também
expressiva quantidade de ramificagdes na condicdo normal ex vitro. Isso pode ter
acontecido também com Italian Large Leaf como reflexo hormonal provocado pelo

ambiente in vitro.

Tabela 2: Numero de brotos, comprimento radicular (cm), massa seca de plantulas (g) e
porcentagem de hiperhidricidade em cultivares de manjericdo (Ocimum basilicum)

propagados in vitro em meios LS e MS. Uberlandia-MG, 2020.

Cultivares N°de brotos  Comp.raiz Massa seca % Hiperhidricidade
Anise 1,64 b! 6,68 a 0,04 a 21,67 b
Cinnamon 2,54 ab 7,51 a 0,05 a 5,83 a
Grecco a Palla 3,90 a 6,08 ab 0,09 a 20,83 b
Italian Large 3,88 a 420b 0,09 a 6,66 a
Meédia 2,99 6,11 0,06 13,74
Meio N° de brotos Comp.raiz Massa seca % Hiperhidricidade
LS 2,83 a 6,07 a 0,04 b 15,83 b
MS 241 a 6,17 a 0,15a 11,67 a
Média 2,62 6,11 0.09 13,75

'médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

Verificou-se que o tamanho radicular das plantas in vitro nao foi influenciado
pelas diferentes composi¢des de meio de cultura testadas, entretanto dentre as cultivares
de manjericdo cultivadas, a Italian Large Leaf desenvolveu menos seu sistema radicular

do que as cultivares Anise e Cinamon (Tabela 2).
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As plantas de manjericdo cultivadas em meio MS apresentaram maior massa seca
e menor porcentagem de hiperhidricidade. Esta resposta pode estar associada ao
enriquecimento nutricional que este meio de cultura possui, o que lhe confere maior forca
10nica, suprindo melhor os requerimentos nutricionais que a espécie em estudo necessita
(NEPONUCENO et al., 2014).

A hiperidricidade ¢ uma desordem fisioldgica recorrente na micropropagagdo de
espécies da familia Lamiaceae, como por exemplo Lavandula dentata
(ECHEVERRIGARAY et al., 2010), Lavandula angustifolia (OLIVEIRA et al., 2019) e
Salvia miltiorrhiza (CHEN et al., 2005). Ela provoca alteracao na morfologia da planta,
queda na produgdo de energia quimica na forma de nucleotideos de piridina, NADPH e
NADH, além de ATP e também prejudica a capacidade de absor¢do de nutrientes e talvez
por isso as plantas de manjericio com maior incidéncia de hiperhidricidade também

apresentam menor massa seca (VASCONCELOS et al., 2012).

Experimento 2: Uso de diferentes tampas

Através do resumo da anélise de varidncia do segundo experimento, observou-se
que houve interagdo significativa entre os fatores tipos de tampas e cultivares para as
seguintes variaveis: numero de folhas desenvolvidas (FOL), comprimento parte aérea
(AER), comprimento parte radicular (RAD), massa seca de plantulas (MSE), teor de
clorofila (SPD). Apenas para as caracteristicas nimero de brotos (NBR) e porcentagem
de contaminag¢do (CON) a interagdo nao foi significativa, o que caracteriza independéncia
dos fatores estudados (Anexo 2)

A cultivar Italian Large Leaf produziu mais folhas que as demais cultivares
quando mantida em frascos sem filtro. Isso provavelmente ocorreu porque essa cultivar
requer maior quantidade de umidade e quando ha filtros na tampa, apesar de facilitar a
troca gasosa também aumenta a perda de agua.

Ja as plantas da cultivar Maria Bonita produziram mais folhas quando em
ambiente com dois filtros (Tabela 3), o que demonstra que ela ¢ uma cultivar que reage
melhor em ambiente com trocas gasosas. Ao produzir maior nimero de folhas nos
ambientes com dois filtros a cultivar Maria Bonita produziu também maior teor de

clorofila e massa seca de plantulas consequentemente.
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Apesar da cultivar Maria bonita produzir mais folhas no ambiente com filtros, as
plantas cresceram mais a parte aérea quando cultivadas em frascos sem os orificios.
Entretanto em ensaio similar com espécie Tectona grandis, também da familia
Lamiaceae, foi verificado a producao de plantas maiores quando usado tampas com filtros

0 que demonstra a singularidade do comportamento in vitro de cada espécie e cultivar

(FERNANDES et al., 2013).
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Tabela 3: Numero de folhas e teor de clorofila, comprimento de parte aérea e radicular (cm) de cultivares de manjericdo (Ocimum basilicum)

propagados in vitro com tampas de um, dois e sem filtros. Uberlandia-MG, 2020.

Numero de folhas Teor de clorofila Comprimento de parte aérea (cm) Comprimento radicular (cm)
Sem filtro 1 filtro 2 filtros Sem filtro 1 filtro 2 filtros Sem filtro 1 filtro 2 filtros Sem filtro 1 filtro 2 filtros

Cultivar

Anise 14,7 Ab! 183Aa 18,0 Ab 24,5Aa 16,4Ba 16,3Bab 4,31 Ab! 6,67Aa 8,00Aa 5,68Aa 4,58 Aa 4,00 Ab
Cinnamon 19,2 Ab 18,70Aa 12,0 Ab 11,3 Ab 14,4 Aa 9,0 Ab 839 Aab 592 Aa 4,50Aa 6,11Ba 5,08 Ba 13,50 Aa
Italian L. 32,5 Aa 20,7Ba 18,0BAb 16,5ABab 22,4 Aa 10,4 Bb 425Ab 3,41 Aa 3,50Aa 4,75Aa 3,00 Aa 4,75 Ab

M.Bonita 21,0ABb 17,0Ba 27,0 Aa 12,9Ab 158 Aa 19,4Aa 1325Aa 696Ba 725Ba 525Aa 5,12Aa 33 Ab

'médias seguidas por letras distintas, maitsculas na linha e mintisculas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia;
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Quando se cultivou manjericao in vitro com tampas sem orificio, a cultivar que se
destacou produzindo folhas foi Italian Large Leaf. E quando na tampa havia apenas um
filtro todas as cultivares reagiram de maneira similar quanto a quantidade de folhas,
brotos, clorofila, comprimentos de parte aérea, comprimento radicular e porcentagem de
contaminag¢do. Porém quando na tampa dos frascos haviam dois filtros, diferengas entre
cultivares foram detectadas novamente.

Em todos os tipos de tampas testadas a cultivar Anise se comportou praticamente
igual quanto as caracteristicas avaliadas diferindo apenas quanto a quantidade de clorofila
produzida. O teor de clorofila dessa cultivar foi superior nos cultivos em ambientes
completamente fechados. Esse menor teor de clorofila provocado pela presenca de filtros
pode ter ocorrido em virtude de um estresse hidrico provocado pela diminui¢ao do teor
de 4gua dentro do frasco.

As cultivares de manjericio micropropagadas em ambiente completamente
fechado apresentaram redugdo de 1,67% na porcentagem de contaminagao. Isso implica
em menores gastos com retrabalho e descarte de material contaminado, entretanto é
necessario certificar que o excesso de CO e etileno no interior do frasco ndo favoregam
o aumento da hiperhidricidade das plantas.

O etileno ¢ um hormdnio vegetal que se apresenta em estado gasoso e esta ligado
ao fendmeno de senescéncia celular. Dessa forma, o cultivo in vitro onde a cultura de
interesse permanece em ambiente hermeticamente fechado pode repercutir em efeitos
negativos ao crescimento e desenvolvimento. Além disso, € necessario certificar se a
ordem de perda por contaminacdo de 1,67% nos ambientes com orificio nido €
compensada pela maior rustificagdo e aclimatiza¢do provocada nas plantas.

As cultivares de manjericio micropropagadas em ambiente completamente
fechado também apresentaram maior quantidade de massa seca de plantulas (Tabela 4).
Choudhury e Bordoloi (1988) identificaram que plantas da espécie Ocimum gratissimum
produziram em ex vitro maior massa vegetal quando em condi¢des de altas temperatura
e umidade. Resultados como esse podem estar relacionados a sensibilidade a umidade
apresentada por individuos do género Ocimum ou ainda que os filtros permitiram

excessiva perda de agua.
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Tabela 4: Numero de brotos, massa seca e porcentagem de contaminagao de cultivares de
manjericao (Ocimum basilicum) propagados in vitro com tampas de um, dois e sem

filtros. Uberlandia-MG, 2020.

Cultivares Numero de brotos Massa seca % Contaminacao
Anise 1,64 b! 2,02b 6,22 a
Cinnamon 2,54 ab 1,64 b 6,00 a
Italian Large Leaf 3,88 a 2,13b 5,55a
Maria Bonita 2,84 ab 4,06 a 6,33 a
Média 2,72 2,46 6,02
Tampas Numero de brotos Massa seca % Contaminacdo
Sem filtro 3,13 a 8,65 a 433 a
1 filtro 2,54 a 295b 6,00 b
2 filtros 2,50 a 2,13b 7,67 ¢
Média 2,72 4,57 6,00

'médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significAncia.

CONCLUSAO

O manjericdo (Ocimum basilicum) in vitro cultivado em meio de cultura MS
produziu plantas com maior matéria seca e menor porcentagem de hiperhidricidade.
A tampa sem filtro resultou em maior massa de plantulas e menor contaminacao

no cultivo in vitro de manjericao.
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CAPITULO 3

Ambientes luminosos em manjericao in vitro

RESUMO

OLIVEIRA, RAYSSA CAMARGO. Ambientes luminosos em manjericao in vitro.
2020. 90p. Tese (Doutorado em Agronomia/ Fitotecnia) - Programa de P6s-Graduagdo

em Agronomia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.

O crescimento e a arquitetura das plantas sdo regulados em parte pela qualidade da luz,
sendo a cultura de tecidos in vitro uma importante técnica para avaliar a influéncia da luz
no desenvolvimento vegetal. Em virtude disso, torna-se relevante estudar o
desenvolvimento inicial de manjericdo (Ocimum basilicum) quando submetido a
diferentes tipos de luz. Tais resultados podem ser utilizados para produzir plantas com
caracteristicas morfologicas desejaveis. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia
de fontes luminosas no cultivo in vitro das cultivares de Ocimum basilicum. Os
experimentos foram realizados no Laboratdrio de Biotecnologia da Universidade Federal
de Uberlandia e cada condi¢do luminosa foi considerada como um experimento
independente em virtude da dificuldade de casualizacdo do fator luz. Primeiramente, foi
realizado um experimento para avaliar o efeito das fontes luminosas fluorescente, LED
amarela, azul, verde e vermelha em cinco cultivares de manjericao (Cinnamon, Grecco a
Palla, Italian Large Leaf, Limoncino e Maria Bonita); e em seguida, outro experimento,
com duas condi¢des luminosas de lampadas (LED azul e LED Growlux) com as trés
cultivares que melhor se adaptaram no primeiro experimento (Cinnamon, Grecco a Palla
e Limoncino). Ao final foram avaliadas as caracteristicas numero de folha e broto,
tamanho de broto e raiz principal, massa fresca e seca e teor de clorofila. As lampadas
amarelas ndo propiciaram bom desenvolvimento das plantas de manjericdo in vitro.
Verificou-se também que o tamanho das raizes e quantidade de massa fresca produzida
pelas trés cultivares: Cinnamon, Grecco a Palla e Limoncino nas duas condigdes
luminosas foram semelhantes. Além disso, as plantas produziram maior quantidade de
folhas e massa fresca e seca quando cultivadas sob lampadas LEDs Growlux, porém o
teor relativo de clorofila produzida nas folhas nao diferiu. Dessa forma conclui-se que as

lampadas LEDs Growlux promovem maior quantidade de biomassa de manjericao.
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Lighting environments in vitro basil

ABSTRACT

Plant growth and architecture are partly regulated by the quality of light, with tissue
culture being an important technique for assessing the influence of light on plant
development. As a result, it is relevant to study the initial development of basil (Ocimum
basilicum) When subjected to different types of light. Such results can be used to produce
plants with desirable morphological characteristics. The objective of this work was to
evaluate the in vitro cultivation of Ocimum basilicum under different light sources:
fluorescent, yellow, blue, green and red LED and Growlux LED. The experiments were
carried out at the Biotechnology Laboratory of the Federal University of Uberlandia and
each light condition was considered as an independent experiment due to the difficulty of
randomizing the light factor. First, an experiment was carried out to evaluate the effect of
fluorescent light sources, yellow, blue, green and red LEDs on five basil cultivars
(Cinnamon, Grecco a Palla, Italian Large Leaf, Limoncino and Maria Bonita); and then,
another experiment, with two light conditions of lamps (blue LED and Growlux LED) in
the three cultivars that best adapted in the first experiment (Cinnamon, Grecco a Palla and
Limoncino). At the end, the characteristics of leaf and shoot number, shoot size and main
root, fresh and dry mass and Spad index were evaluated. The statistical analysis was joint
due to the difficulty of randomizing the light factor. The yellow lamps did not provide
good development of basil plants in vitro. It was also found that the size of the roots and
the amount of fresh mass produced by the three cultivars: Cinnamon, Grecco a Palla and
Limoncino in the two light conditions were similar. In addition, the plants in general
produced a greater amount of leaves and fresh, dry mass when grown under Growlux
LED lamps, but the relative chlorophyll content produced in the leaves did not differ.
Thus, it is concluded that the Growlux LED lamps promote a greater amount of basil

biomass.
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INTRODUCAO

O fator luz ¢ um fator climatico muito importante no cultivo vegetal pois sua
energia radiante transmitida € responsavel por excitar o aparato fotossintético das plantas
permitindo sua manutengdo. No caso da cultura vegetal in vitro as plantas podem ser
utilizadas para o aumento da producao de metabdlitos secundarios de valor agregado
através de varias estratégias. Entre essas plataformas, a mais importante ¢ a elicitagao,
que usa varios elicitores abiodticos e bioticos. Entre os elicitores abioticos, a luz e sua
qualidade tém um papel significativo na fotossintese e no desenvolvimento como um todo
(YUE et al., 2016).

As qualidades espectrais da luz contém informagdes ambientais usadas pelas
plantas como pistas para modificar sua biologia, a fim de se adaptar e sobreviver. As
lampadas baseadas em LED, com suas propriedades espectrais altamente definiveis,
oferecem grandes perspectivas para uso na producdo in vitro. Os efeitos das qualidades
espectrais da luz na fisiologia das plantas ainda nao sao totalmente compreendidos, e uma
grande fragdo do conhecimento atual vem de estudos que analisam efeitos de curto prazo
ou do uso de tratamentos de luz monocromaticos em camaras de crescimento fechadas
(JESEN et al., 2018).

Diversos relatorios mostraram que a qualidade da luz afeta a morfologia e
fisiologia de plantas que varia significativamente dependendo de cada individuo. Dessa
forma, a cultura de tecidos se torna uma importante técnica em virtude da possibilidade
de clonagem e micropropagacdo de plantas permitindo uma maior homogeneidade
(SHOHAEL, 2016). Entretanto, o consumo energético em um laboratorio de cultura de
tecidos corresponde a grande parte dos custos de produg@o o que torna importante a busca
por lampadas mais econdmicas para o cultivo in vifro sem comprometer a produgdo de
folha que ¢ uma das principais matéria prima para a induastria do setor de plantas
aromaticas como o manjericao .

A espécie Ocimum basilicum conhecida popularmente como manjericao, pertence
a familia botanica Lamiaceae e ¢ uma planta muito aromatica por conter numerosas

glandulas sebdceas que armazenam Oleos essenciais. Essa espécie apresenta
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fitofisionomia subarbustiva anual ou bienal, ramificada ereta até 130 cm de altura, de
caule ramificado, verde claro a avermelhado na base; folhas verdes, grandes, sedosas,
simples, serradas e ovadas ou agudas, de 3 a 11 cm de comprimento, 1 a 6 cm de largura.
As flores sdo pequenas e esbranquicadas ou roxa, reunidas em racemos terminais curtos,

as sementes sdo pequenas, negras e do tipo ortodoxas (AL ABBASY et al., 2015).

OBJETIVO

Objetivou-se avaliar caracteristicas biométricas e fisioldgica no cultivo in vitro

das cultivares de manjericao (Ocimum basilicum) sob diferentes fontes luminosas.

Objetivos especificos

Estudar o efeito das fontes de luz no desenvolvimento nas cultivares de
manjericao.

Entender as caracteristicas biométricas e fisioldgicas das cultivares de manjericao
no ambiente in vitro.

Identificar possiveis relagdes entre as caracteristicas biométricas e fisiologicas das

plantas.

MATERIAL E METODOS

Uso de lampadas fluorescentes e LEDs em cultivares de manjericao

Cinco experimentos foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia. Utilizou-se sementes de manjericdo (Ocimum
basilicum) das cultivares: Cinnamon, Grecco a Palla, Italian Large Leaf, Limoncino e
Maria Bonita oriundas da empresa Richters Herbs.

As sementes foram desinfestadas em alcool 70% durante um minuto e em solugao
de hipoclorito de s6dio 30% por vinte minutos. Em seguida, em camara de fluxo laminar
foram lavadas trés vezes com agua destilada e autoclavada.

Os frascos de vidro transparentes contendo 30 mL de meio de cultura MS 50%

(MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescido de 1,8 g L' de Phytagel, 3% de sacarose
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tiveram pH ajustado para 5,7 e em seguida foram autoclavados a 121°C e 1,2 atm durante
20 minutos. Posteriormente, as sementes foram inoculadas nos frascos ¢ foram levados
até a sala de crescimento para desenvolvimento das plantulas durante 60 dias. Colocou-
se um isopor tampando as prateleiras a fim de evitar interferéncia entre lampadas. A sala
de crescimento foi mantida a um fotoperiodo de 16 horas por dia, temperatura de 25+2°C,
com intensidade luminosa de 52,5W m?s!, fornecida por lampadas brancas
fluorescentes.

Apos os 60 dias, realizou-se a extracao dos explantes do tipo segmentos nodais para
implantar os ensaios em cinco ambientes luminosos de lampadas: fluorescentes branca e
LEDs amarelo, azul, verde e vermelho (Anexo figura 12).

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados (DBC) com cinco
tratamentos e quatro blocos. Cada parcela experimental foi constituida de 10 frascos
sendo que cada frasco continha 5 explantes.

Cada condicao luminosa foi considerada como um experimento independente em
virtude da dificuldade de casualizagdo do fator luz sendo estudado entdo por analise
estatistica conjunta (Quadro 1). Foi conduzida a andlise de varidncia conjunta
considerando o efeito de genotipo como fixo e o de ambiente como aleatorio, conforme

o seguinte modelo:

Yijk=m+B/ Ajk+Gi +Aj +GAij+Eijk,

Yijk: representa o i-ésimo gendtipo no j-€simo ambiente e no k-ésimo bloco;

m: ¢ a média geral;

B/Ajk: corresponde ao bloco dentro de ambiente no j-€simo ambiente e no k-ésimo bloco;
G: ¢ o efeito do i-ésimo genotipo;

Aj: € o efeito do j-ésimo ambiente;

GA.Ij: ¢ o efeito da interagdo do i-ésimo gendtipo com o j-€simo ambiente;

Eijk: ¢ o efeito do erro experimental.
A homogeneidade das variancias residuais foi verificada por meio da razio entre o

maior ¢ o menor quadrado médio de residuo (QMR), considerando o valor sete como

limite para a validagdo da analise, conforme descrito em CRUZ et al. (2004).
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Experimento Tratamentos Cultivar Lampada
T1 Cinnamon Fluorescente
1 T2 Grecco a Palla Fluorescente
T3 Italian Large Leaf Fluorescente
T4 Limoncino Fluorescente
T5 Maria Bonita Fluorescente
T1 Cinnamon LED amarela
T2 Grecco a Palla LED amarela
2 T3 Italian Large Leaf LED amarela
T4 Limoncino LED amarela
T5 Maria Bonita LED amarela
Tl Cinnamon LED azul
T2 Grecco a Palla LED azul
3 T3 Italian Large Leaf LED azul
T4 Limoncino LED azul
T5 Maria Bonita LED azul
Tl Cinnamon LED verde
T2 Grecco a Palla LED verde
4 T3 Italian Large Leaf LED verde
T4 Limoncino LED verde
T5 Maria Bonita LED verde
T1 Cinnamon LED vermelho
T2 Grecco a Palla LED vermelho
5 T3 Italian Large Leaf LED vermelho
T4 Limoncino LED vermelho
TS Maria Bonita LED vermelho

Quadro 1: Tratamentos utilizados para estabelecimento in vitro de manjericao (Ocimum
basilicum) sob lampadas brancas fluorescentes brancas e LEDs amarelo, azul, verde e

vermelho Uberlandia — MG, 2020.
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Aos 60 dias apds inoculacdo dos segmentos nodais foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: numero de folhas, de brotos, comprimento da parte aérea (cm), massa
fresca e seca (g) das plantulas desenvolvidas além do teor de clorofila através de
clorofilometro e porcentagem de plantulas com hiperhidricidade a partir da escala
(Anexos - figura 13). O teor de clorofila foi medido pelo aparelho SPAD 502 - Soil Plant
Analysis Development (Minolta. 1989) que gera grandezas adimensionais relacionadas
aos teores de clorofila -.

Os dados obtidos em todos os experimentos foram submetidos a analise de variancia
utilizando-se o programa estatistico Sisvar 4.3 (FERREIRA, 2014). Através do programa
estatistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) foram testadas e atendidas
as pressuposicdes de normalidade dos residuos, homogeneidade das varidncias e
aditidividade de blocos, com os testes de Shapiro-Wilk, Levene e Tukey a o = 0,01 de
significancia respectivamente (IBM, 2013).

Realizou-se também a andlise conjunta dos experimentos através do programa
estatistico Genes com posterior comparacdo pelo teste médias Tukey a 5% de

probabilidade (CRUZ, 2006).

Uso de lampadas LED azul e LED Growlux em cultivares de manjericao

Neste ensaio também instalado de maneira similar aos anteriores, os segmentos
nodais de manjericdo das cultivares Cinnamon, Grecco a Palla e Limoncino foram
inoculadas em frascos de vidro contendo 30 mL de meio de cultura MS 50%. Essas
cultivares foram escolhidas pois foram as que se adaptaram ao cultivo in vitro no
experimento anterior. Em seguida, os frascos foram colocados na sala de crescimento sob
duas condi¢des luminosas com ldmpadas LED azul testada no primeiro experimento e

LED Growlux recomendada para cultivo vegetal (Quadro 2)
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Experimento Tratamentos Cultivar Lampada
T1 Cinnamon LED azul
1 T2 Grecco a Palla LED azul
T3 Limoncino LED Azul
Tl Cinnamon LED Growlux
2 T2 Grecco a Palla LED Growlux
T3 Limoncino LED Growlux

Quadro 2: Tratamentos utilizados para estabelecimento in vitro de manjericao (Ocimum

basilicum) Uberlandia — MG, 2020.

Foram realizados dois experimentos independentes para andlise estatistica conjunta
em virtude da dificuldade de casualizacdo das lampadas (Anexos -figura 14). O
delineamento experimental de cada experimento independente foi de blocos casualizados
(DBC) com trés tratamentos e seis blocos. Cada parcela experimental foi constituida de
cinco frascos sendo que cada frasco continha cinco explantes.

Aos 60 dias apds inoculagcdo dos segmentos nodais foram avaliado as seguintes
caracteristicas: nimero de folhas, nimero de brotos, comprimento da parte aérea e
radicular (cm), massa fresca e seca (g) das plantulas desenvolvidas e teor de clorofila.

Os dados obtidos em todos os experimentos foram submetidos a andlise de variancia
utilizando-se o programa estatistico Sisvar 4.3 (FERREIRA, 2014). Através do programa
SPSS foram testadas e atendidas as pressuposi¢des de normalidade dos residuos,
homogeneidade das variancias e aditidividade de blocos, com os testes de Shapiro-Wilk,
Levene e Tukey a o = 0,01 de significancia respectivamente (IBM, 2013).

Realizou-se também a andlise conjunta dos experimentos através do programa
estatistico Genes (CRUZ, 2006) com posterior comparagao pelo teste médias Tukey a 5%

de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Uso de lampadas fluorescentes e LEDs em cultivares de manjericao
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Através do resumo da analise de varidncia conjunta dos cinco experimentos
independentes observou-se que ndo houve interacdes estatisticas entre os fatores de
variagdo. A maioria das caracteristicas avaliadas nas cultivares de manjerico in vitro nao
diferiram entre si, exceto apenas para a caracteristica comprimento de parte aérea.
Entretanto, foi possivel verificar que as lampadas testadas no cultivo in vitro de
manjericdo provocaram diferencas quanto ao nimero de folhas, comprimento de parte
aérea, massa fresca ¢ seca e valor de teor de clorofila (Anexo 3).

O numero de folhas (FOL) e de brotos (NBR) produzidos pelas cultivares de
manjericao estudadas ndo diferiram, porém, as plantas da cultivar Italian Large Leaf
cresceram menos a parte aérea (AER) que as plantas da cultivar Limoncino (Tabela 5). A
Italian Large Leaf quando cultivada ex vitro apresenta altura entre 40 a 60 cm sendo maior
que as demais cultivares, isso demonstra a plasticidade fenotipica dessa cultivar. A
plasticidade fenotipica ¢ capacidade dos organismos de alterar a sua fisiologia ou
morfologia de acordo com as condigdes do ambiente. Também pode ser definida como a
habilidade de um genoétipo de produzir mais de um fenotipo quando exposto a diferentes
tipos de ambientes (LIMA-BRITO et al.,2016).

Outro indicio de plasticidade fenotipica ¢ quanto a caracteristica nimero de folhas
pois quando em condi¢des normais ex vifro, a cultivar Grecco a Palla apresenta
nitidamente mais folhas que as demais cultivares testadas. Nesse experimento in vitro
porém, o nimero de folhas da cultivar Grecco a Palla foi estatisticamente igual ao das
demais. A massa fresca, seca e teor de clorofila das diferentes cultivares testadas niao

diferiram entre si nos ambientes luminosos utilizados.

Tabela 5 :Numero de folhas (FOL), nimero de brotos (NBR), comprimento (cm) de parte
aérea (AER), massa fresca (MFR), massa seca (MSE), porcentagem de plantas com
hiperhidricidade (HIP) e teor de clorofila (SPD) de plantulas de cultivares de manjericao
(Ocimum basilicum). in vitro, Uberlandia-MG, 2020.

Cultivar FOL  NBR AER MFR MSE SPD HIP
Cinnamon 4,242 a 1,788a 1,482ab 0,11782a 0,01578a 5,20a 20,00 a
GreccoP. 8,650a 1,815a 1,845ab 0,20048a 0,01754a 8,20a 17,00 a
Italian L. 3,766a 1,734a 1,205b 0,18648a 0,18648a 13,72a 26,00 a
Limoncino 5,083 a 1,759a 2,689a 0,25028a 0,25028a 14,80 a 27,00 a
Maria B. 6,125a 2,046a 1,294ab 0,43378a 0,43378a 13,54a 18,00a
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'médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia;

A respeito do tipo de lampada, identificou-se que o nimero de folhas das plantas
cultivadas em lampada LED azul foi superior ao de fluorescente (Tabela 6). As
fluorescentes branca sdo comumente utilizadas em salas de crescimento de laboratorios
de cultura de tecidos vegetal, porém as lampadas LEDs consomem menos energia e
aquecem menos o ambiente da sala de crescimento considerando ambas de mesma

poténcia.

Tabela 6: Numero de folhas (FOL), nimero de brotos (NBR), comprimento de parte aérea
(AER), massa fresca (MFR), massa seca (MSE), porcentagem de plantas com
hiperhidricidade (HIP) e teor de clorofila (SPD) de plantulas de cultivares de manjericao
(Ocimum basilicum)
Lampada  FOL NBR AER MFR MSE SPD HIP
Amarela  5,04b 1,74a 1,44ab  0,22ab  0,018ab  10,32b 30,00 b
Azul 9,38a 1,70a 2,74a 0,26ab  0,022ab  13,84a 16,00 a
Vermelha 4,50b 1,60a 1,32b 0,29a 0,026a 9,98b 26,00 ab
Verde 6,40b 1,74a 1,86ab 0,16b 0,016b  10,62b 27,00 ab
Fluorescente 5,64b 2,04a 1,7ab 0,25ab  0,022ab  10,70ab 15,00 a

'médias seguidas por letras distintas, mintisculas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de

significancia.

Quanto aos brotos formados verificou-se que o tipo de luz ndo interferiu na
quantidade dos mesmos, porém interferiu no comprimento desses brotos (AER). A luz
LED azul propiciou a formagado de plantas in vitro maiores que as LEDs vermelhas. Essa
caracteristica poderia ser entendida como um estiolamento das plantas em func¢do de
menor qualidade de luz, entretanto essas plantas maiores também apresentaram maior
quantidade de folhas, teor de clorofila além de menor porcentagem de plantas com
hiperhidricidade (Tabela 6).

A espécie Salvia sp, que também ¢ uma aromatica da familia Lamiaceae, quando
testada sob diferentes cores de lampadas apresentou maiores comprimentos de parte aérea
no cultivo em ambiente de LEDs vermelhas e menores quando sob luz 50% vermelho e

50% azul (WOLLAEGER e RUNKLE, 2014). Isso reafirma a singularidade de cada

47



espécie e a necessidade de se testar o tipo de luz para cada espécie antes de se investir em
determinada tecnologia.

Além disso, verificou-se que a massa fresca e seca produzidas pelas plantas de
manjericao foi maior sob LEDs vermelhos do que verde, porém ha espécies da familia
Lamiaceae que a combinagdao de comprimentos de onda na faixa do verde, vermelho e
azul foi positivo (WOLLAEGER e RUNKLE, 2014).

A incidéncia de plantulas com aspectos anormais de hiperhidricidade como
deformacao, desproporcionalidade, perfilhamento, principio de oxidacdo ou necrose
foram percebidas no geral durante a conducdo do experimento, entretanto nao foi
verificada diferenca estatistica entre cultivares, mas sim entre tipos de lampadas (Tabela
5¢6).

Vasconcelos et al. (2004) relataram que esses tipos de desordem morfologicas e
fisiologicas podem atingir até 60 % de brotos micropropagados em virtude do elevado
teor de 4gua no interior das células e tecidos.

As plantas cultivadas sob lampadas amarelas apresentaram menor produgdo de
folhas, comprimento de parte aérea, massa fresca, teor de clorofila além de maior
porcentagem de plantas com hiperhidricidade. Ainda que o fluxo luminoso da mesma seja
tecnicamente o mesmo das demais LEDs coloridas, ela ndo emite uma luz de qualidade

suficiente para o desenvolvimento de manjericao in vitro.

Uso de lampadas LED azul e LED Growlux em cultivares de manjericio

Através do resumo da analise de variancia conjunta dos dois experimentos (Anexo
4), observou-se que apenas a caracteristica comprimento radicular (RAD) dentre as sete
caracteristicas avaliadas nas cultivares de manjericao nao diferiram entre si. As cultivares
foram diferentes apenas quanto ao nimero de folhas (FOL) e teor de clorofila (SPD)
enquanto que os ambientes luminosos testados provocaram diferenca apenas quanto ao
nimero de folhas (FOL) e massa fresca (MFR) e seca (MSE) produzida. Foi identificado
interagdo entre os fatores para as caracteristicas nimero de brotos (NBR) e comprimento
de parte aérea (AER).

As caracteristicas biométricas avaliadas nas plantas de manjericdo demonstraram
que a quantidade de folhas, massa fresca e massa seca produzidas na condi¢do luminosa

de lampadas Growlux foi superior do que em cultivo com LEDs azuis (Tabela 7 e 8). As
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lampadas Growlux sao compostas for feixes de luz azul (460nm) e vermelho (660nm),
que sdo justamente as faixas mais favoravel a fotossintese e portando contribui para o
melhor desenvolvimento das plantas de maneira geral.

As caracteristicas das plantas cultivadas em ambientes Growlux quando ndo foram
melhores foram pelo menos iguais as das cultivadas em ambientes de LEDs azul para
numero de folhas, de broto, comprimento de parte aérea e massa fresca e seca.

A faixa de comprimento existente nas lampadas Growlux que ndo estd presente
nas LEDs azuis também pode provocar maior didmetro de plantas e area foliar que foram
caracteristicas nao avaliadas e que provavelmente contribuiriam para confirmar a

vantagem oferecida por esse tipo de LED.

Tabela 7: Numero de folhas (FOL), brotos (NBR) e comprimento de parte aérea (AER)
em manjericao (Ocimum basilicum) in vitro sob dois ambientes luminosos. Uberlandia-
MG, 2020.

Cultivares FOL NBR AER

Azul Growlux Azul Growlux Azul Growlux

Cinnamon 8,27 Ba 18,72 Aab 1,22 Aa 2,35 Ab 2,46 Aa 3,36 Ab
G.Palla 11,70Ba 23,77 Aa 1,92 Ba 5,07 Aa 2,67 Aa 2,56 Ab
Limoncino 8,20 Ba 13,90 Ab 1,52 Aa 2,12 Ab 1,79 Ba 4,88 Aa

'médias seguidas por letras distintas, maiusculas na linha e minasculas na coluna, diferem entre si pelo teste

de Tukey a 0,05 de significancia

A cultivar Grecco a Palla na condi¢do luminosa de Growlux apresentou maior
quantidade de folha e de brotos que Limoncino, entretanto Limoncino apresentou maior
quantidade de clorofila que Grecco a Palla (Tabela 7 e 8). Esse padrdo de resposta
acompanha a tendéncia da mesma quando cultivada ex vitro.e a torna uma opcao indicada

ao uso ornamental em vasos (FRANCA et al., 2017).

Tabela 8: Tamanho de raiz (RAD), massa fresca (MFR), massa seca (MSE) e teor de
clorofila (SPD), em manjericio (Ocimum basilicum) in vitro sob dois ambientes

luminosos. Uberlandia-MG, 2020.

Cultivares RAD MFR MSE SPD

Azul Growlux Azul Growlux Azul Growlux Azul Growlux

Cinnamon 2,571 4875 0,326B 0956 A 0,108B  0,220A 17,14a 17,01 ab
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G.Palla 3,442 4,712 0370B 1,144 A 0,080B 0,260A 884b 11,75b
Limoncino 3,271 3,219 0,396B 1,105A 0,119B 0,212A 17,29a 20,81 a

'médias seguidas por letras distintas, maitisculas na linha e minusculas na coluna, diferem entre si pelo teste

de Tukey a 0,05 de significancia.

Enquanto isso, a cultivar Limoncino quando apresentou diferenca, produziu
poucas folhas e brotos em cultivo Growlux porém brotos grandes que também ¢ uma
caracteristica verificada ex vitro nessa cultivar em outro ensaio desse trabalho. Além
disso, verificou-se que a cultivar Limoncino apresenta maior teor de clorofila que a
cultivar Grecco a Palla nas duas condi¢des luminosas (Tabela 8).

O comprimento radicular das plantas ndo diferiu, isso pode ser explicado porque
os efeitos de variacao testados ndo interferiram em raizes diretamente, interferem
principalmente na parte fotossintética das plantas pois apresentam pigmentos sensiveis a
luz (Anexos -figura 10).

CONCLUSAO

Conclui-se que a lampadas LED amarela nao oferecem condigdes luminosas
suficientes para producdao de manjericdo in vitro.

A condigdo luminosa de lampadas Growlux possibilita a produgdo in vitro de
maior quantidade de folhas, massa fresca e seca para as cultivares Cinnamon, Grecco a

Palla e Limoncino.
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CAPITULO 4

Cultivares de manjericao em vasos e o 6leo essencial

RESUMO

OLIVEIRA, RAYSSA CAMARGO. Cultivares de manjericio em vasos e o dleo
essencial 2020. 90p. Tese (Doutorado em Agronomia/ Fitotecnia) - Programa de Pos-

Graduacdo em Agronomia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.

Conhecer as caracteristicas de uma espécie aromaticas permite usufruir dos varios
componentes que cada uma pode conter. Um dos possiveis componentes sdo os 0leos
essenciais que apresentam composi¢do ¢ quantidade variavel segundo cada genoétipo e
também condi¢des ambientais de cultivo. A cultura de tecido permite o controle das
condigdes de cultivo e por isso ¢ uma ferramenta capaz de auxiliar estudos nesse contexto.
O objetivo deste trabalho foi conhecer as caracteristicas biométricas das plantas e a
composi¢do quimica do 6leo essencial das cultivares de manjericdo. Ao final foram
avaliadas as caracteristicas comprimento da parte aérea, didmetro da copa, massa fresca,
massa seca, teor de dgua, teor de clorofila, 4rea foliar além da composicao e quantidades
dos 6leos essenciais. As cultivares Limoncino e Anise produziram plantas mais altas e
com maior diametro de copa enquanto que as plantas de Cinnamon produziram maior
quantidade de massa seca, teor de agua e clorofila. A cultivar Anise apresentou como
composto majoritario Metil chavicol (66,98%), a Cinnamon Metil cinamato e Linalol

(26,95% e 23,44%) e a Italian Large Leaf o composto Linalol (41,91%).

Palavras-chave: Ocimum basilicum. Cultivo in vitro. Cultivo em vasos. Cultivares.

Oleo essencial.

Basil cultivars in pots and the essential oil

ABSTRACT
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Knowing the characteristics of an aromatic species allows you to take advantage of the
various components that each can contain. One of the possible components are essential
oils that vary in composition and quantity according to each genotype and also
environmental cultivation conditions. Tissue culture allows the control of culture
conditions and is therefore a tool capable of assisting studies in this context. The objective
of this work was to know the biometric characteristics of the plants and the composition
of the essential oil of the cultivars of basil. At the end, the characteristics of shoot length,
crown diameter, fresh weight, dry weight, water content, Spad index, leaf area in addition
to the composition and quantities of essential oils were evaluated. The cultivars
Limoncino and Anise produced taller plants with a larger canopy diameter, while
Cinnamon plants produced a greater amount of dry matter, water content and chlorophyll.
The cultivar Anise presented as the major compound Methyl chavicol (66.98%),
Cinnamon Methyl cinnamate and Linalol (26.95% and 23.44%) and Italian Large Leaf
the compound Linalol (41.91%).

Keywords: /n vitro cultivation. Planting in pot. Cultivars. Essential oil.

'Orientador: Jos¢ Magno Queiroz Luz- UFU

INTRODUCAO

O género Ocimum abrange aproximadamente trinta espécies que estdo dispersas
nas regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Américas Central e do Sul, sendo a
Africa considerada o principal centro de diversidade desse género (PEREIRA e
MOREIRA, 2011).

As espécies desse género sdo autégamas com potencial medicinal, aromatico e de
especiarias, cultivada através de sementes e estacas principalmente (Anexos -figura 15).
Apresenta flores hermafrodita, porém pode haver poliniza¢do cruzada entre diferentes
tipos ou variedades, principalmente pela atividade das abelhas (BLANK et al., 2015).

Este género tem despertado a atengdo de pesquisadores por apresentar espécies
que sao fontes de dleos essenciais com mais de vinte componentes, entre eles metil-
chavicol, metil-cinamato, eugenol, citral, linalol, timol, estragol, geraniol, calareno,

canfora e taninos (SILVA et al., 2017).
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A espécie Ocimum basilicum, comumente conhecida como Manjericao tem como
principal local de dispersio a Africa, porém existem também indicios de sua disseminacio
ter comegado na Asia (LEAO et al., 2013). Adaptou-se muito bem ao clima do Brasil,
podendo ser cultivado durante todo o ano, sendo assim uma importante cultura aromatica
comercial (VELOSO, 2014).

A atual revalorizagdo das plantas medicinais levou ao aumento da demanda da
identificacdo dos subprodutos e ingredientes ativos e consequentemente a intensificagao
do comércio dessas plantas. Assim, deve ser dada prioridade ao estudo e conservagao
dessas espécies (PARKASH e SINGH, 2013).

De acordo com a informagdo disponibilizada pelo Sindicato da Industria de
Produtos Farmacéuticos - Sindusfarma (2015), as industrias farmacéuticas investem pelo
menos R$ 332 milhdes em pesquisas em desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos,
ampliando de 3% para 15% a participacdo do segmento. Além disso, a produgdo de
espécies aromaticas como o manjericao ¢ motivada pelo uso do seu 6leo no controle de
pragas agricola como graos armazenados (ORTIZ et al., 2013), acaro (CAMPOS et al.,
2018) e larvas (POPOVIC et al., 2013; SILVA et al., 2017).

Dessa forma € necessario testar maneiras de se obter uma produtividade que supra
a demanda do mercado nacional com produtos de concentragdes, quantidade e qualidade
desejaveis de Oleos essenciais. Para isso, uma alternativa seria estudar os efeitos

diferentes formas de cultivo como in vitro e em vaso.

OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi estudar biometria ex vitro e 6leo essencial de

plantas de cultivares de manjericao oriundas de mudas micropropagadas e aclimatizadas.
Objetivos especificos

Avaliar as caracteristicas biométricas e fisiologicas das plantas de cultivares de
manjericdo na condi¢do ex-vitro.

Destilar e realizar a andlise quimica da composicao das cultivares de manjericao.

MATERIAL E METODOS
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O experimento foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), no periodo de janeiro a outubro de 2019. Utilizou-se
sementes de manjericdo (Ocimum basilicum) das cultivares: Anise, Cinnamon, Italian
Large Leaf, Limoncino e Maria Bonita oriundas da empresa Richters Herbs.

As sementes foram desinfestadas em alcool 70% durante um minuto e em solugao
de hipoclorito de s6dio 30% por vinte minutos. Em seguida, em camara de fluxo laminar
foram lavadas trés vezes com agua destilada e autoclavada.

ApOs isso, as sementes foram inoculadas em frascos de vidro transparentes 200 mL
contendo 30 mL de meio de cultura MS 50% e os frascos foram colocados na sala de
crescimento sob condi¢do luminosa de lampadas brancas fluorescentes com fotoperiodo
de 16 horas de luz.

As mudas de manjericdo produzidas in vitro por segmento nodal foram avaliadas
quanto a porcentagem de hiperhidricidade e as consideradas fisiologicamente normais
foram transplantadas para bandejas de poliestireno expandido com 128 células aos 60
dias ap6s a inoculagdo. As bandejas foram inicialmente colocadas dentro de uma caixa
plastica transparente para manutencdo da umidade e mantidas no ambiente da sala de
crescimento. ApoOs 5 dias as tampas das caixas foram posicionadas entreabertas para
promover trocas gasosas sem deixar ressecar e apos 5 dias as caixas foram levadas para
ambiente sombreado com a tampa entreaberta.

Aos 30 dias ap6s a semeadura fez-se o transplante de trios de mudas para os vasos
(11,8 cm diametro x 8,6 cm diametro x 9,0 cm de altura) contendo substrato, a fim de se
produzir maior quantidade de material vegetal e possibilitar a extracao de 6leo essencial
(Anexos - figura 16). O substrato para o cultivo das plantas em vaso foi composto, em
partes iguais, por esterco bovino curtido, substrato comercial Plantimax ® e areia.

Nesta fase de cultivo os vasos com plantas receberam de 14 em 14 dias a solugao
nutritiva de Hoagland (HOAGLAND et al., 1938). A irrigacdo foi realizada diariamente
até atingir a capacidade de campo. O clima da regido, segundo a classificagdo de Koppen,
¢ do tipo Aw — clima tropical com estacdo seca de inverno. As plantas daninhas foram
controladas por arranquio e o monitoramento de pragas e doengas foi realizado
diariamente.

Aos 30 dias apos o transplantio teve inicio as avaliagdes nao destrutivas como a
medida do comprimento do caule das plantas da base até o dpice e também da intensidade

do verde nas folhas, sendo aferida pelo do medidor portatil de clorofila SPAD-502
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(SoilPlant Analysis Development) na terceira ou quarta folha madura e completamente
expandida, a partir do apice de cada planta.

Para determinacdao da massa fresca, foi realizado o corte de toda a parte aérea a
uma distancia de 15 cm do solo, incluindo flores e folhas e em seguida as plantas foram
pesadas em fresco e acondicionadas em saco de papel individualmente (Anexos -figura
17). Os sacos de papel foram colocados em estufa a 40°C por um periodo de 72 horas, até
a estabilizacdo da massa seca. Essa temperatura foi adotada pois acima desse limite o 6leo
essencial volatiliza e, portanto, parte do conteudo poderia ser perdido. Apos a massa seca
estabilizar, o peso de cada planta foi aferido individualmente em balanga analitica de
precisdo.

A area foliar foi determinada na terceira folha completamente expandida a partir
do apice em direcdo a base através do aplicativo Easy leaf area free - Heaslon (Anexos -
figura 18) (KARSTON et al., 2019).

As amostras de folhas foram secas utilizadas para a extracao dos 6leos essenciais
através da hidrodestilagio em aparelho Clevenger modificado. Cada extragdo foi
realizada em triplicata, utilizando-se 30 g de folhas secas e 1,5 L de agua destilada por
140 min. Os 6leos essenciais foram armazenados em frascos dmbar a -20°C até a analise.

A seguinte equagao foi usada para calcular o teor de 6leo essencial de cada amostra:

volume de 6leo essencial extraido de cada amostra

Teor(%)=< )XlOO

massa seca de cada amostra

Analises da composicdo quimica dos dleos essenciais foram realizadas em um
equipamento CG-EM/DIC (QP2010 Ultra, Shimadzu Corporation®, Kyoto, Japao),
equipado com um amostrador com injecdo automatica AOC-201 (Shimadzu®). As
separacoes foram realizadas em uma coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS Restek
(5%-difenil-95%-dimetilpolissiloxano) com 30 m x 0,25 mm de didmetro interno (d.i.),
0,25 mm de espessura de filme, a um fluxo constante de hélio (99,999%) com taxa de 1,2
mL/min. Injetou-se um volume de 0,5 pL. (5 mg/mL) da amostra a 280°C com uma razao
de split de 1:10. A temperatura do forno variou de 50-300°C (50°C por 1,5 min, com um
aumento de 4°C/min até 200°C, seguido por um aumento de 10°C min até 300°C,
isotérmico por 5 min).

Os dados de EM e DIC foram adquiridos simultaneamente utilizando um Sistema

de Deteccao de Particdo, a relagdo de fluxo foi de 4: 1 (EM: DIC). Um tubo restritivo
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(coluna capilar; 0,62 m x 0,15 mm d.i) foi utilizado para conectar o divisor ao detector
de EM, e um restritor (0,74 m x 0,2 mm d.i.) foi utilizado para conectar o divisor ao
detector DIC. Os dados de EM (CIT, cromatograma de ions totais) foram adquiridos no
modo de varredura completa (m/z de 40-350) a uma velocidade de varredura de 0,3
fragmentos s/s usando ionizagao eletronica (IE) com uma energia de elétrons de 70 eV.
A temperatura do injetor foi de 250°C, a temperatura da fonte de ions foi de 250°C e a
temperatura do DIC foi 250°C. Os suprimentos de gas para o DIC foram hidrogénio (30
mL/min), ar (300 mL/min) e hélio (30 mL/min). A quantifica¢do de cada constituinte foi
estimada pela normalizacao da area de pico do DIC (%). As concentragdes dos compostos
foram calculadas a partir das areas dos picos do CG e foram organizadas por ordem de
eluigdo do CG.

Os compostos dos Oleos essenciais foram identificados comparando-se os indices
de retengdo da literatura e os indices de retengdo observados. O indice de retencao foi
calculado por meio da equagdo de Van den Dool e Kratz. em relacdo a uma série
homologa de n-alcanos (nC9-nC18). Foram utilizadas trés bibliotecas do equipamento
(WILEYS, NIST107 e NIST21), que permitiram a comparacdo entre os dados dos
espectros obtidos com os das bibliotecas, com um indice de similaridade de 80%
(ADAMS, 2007).

Os dados de resultados foram submetidos a analise de variancia, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade no programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2014) para analise dos dados. As pressuposicdes de
homogeneidade das variancias, normalidades dos residuos e aditividade de blocos foram
testadas através do programa estatistico SPSS - Statistical Package for the Social Sciences

(IBM, 2013) pelos testes de Levene, Shapiro Wilk, e Tukey respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do resumo da analise de variancia do experimento (Anexo 5), observou-
se que o comprimento de parte aérea (AER), didmetro da copa (COP), massa seca (MSE),
teor de agua (TAG), teor de clorofila (SPD) e area foliar (AFO) das plantas de manjericao
foram diferentes segundo cada cultivar, enquanto que a massa fresca foi estatisticamente
igual para todas cultivares. Todas as pressuposi¢oes foram atendidas sem necessidade de

transformagoes de dados.
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Como as cultivares Maria Bonita e Grecco a Palla apresentaram altas
porcentagens de plantas com hiperhidricidade e assim nao foi possivel transplanta-las
para vasos.

As plantas da cultivar Cinnamon apresentaram menor comprimento de parte aérea
e diametro de copa do que as cultivares Limoncino e Anise, essas plantas de Cinamon se
destacaram quanto a massa seca, teor de agua e clorofila (Spad). Isso demonstra que
enquanto as outras cultivares: Limoncino e Anise investiram na formag¢ao de plantas mais
altas e frondosas para captar maior quantidade de luz para fotossintese, as plantas da
cultivar Cinnamon produziram plantas mais baixas, porém com uma expressiva

quantidade de clorofila o que compensaria 0 menor tamanho (Tabela 9).

Tabela 9: Comprimento da parte aérea (AER), diametro da copa (COP), massa fresca
(MFR), massa seca (MSE), teor de 4gua (TAG), teor de clorofila (SPD) e area foliar
(AFO) das quatro cultivares de Ocimum basilicum em vasos, Uberlandia-M@G, 2020.
Cultivar AER  COP MFR MSE TAG SPD AFO
Cinnamon 42,00b' 33,41b 80,27 18,83a 23,84a 35,92a 8,09a
Italian L. 44,31ab 39,00ab 66,56 13,87b 20,97b  29,98ab 7,88a
Limoncino 48,54a 4590a 90,67 14,43b 16,52¢  27,97ab 8,46a
Anise 45,75a 42,69a 96,21 15,30ab  15,89¢ 25,74b 5,56b

'médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

Anise apresentou a menor area foliar comparativamente, o que ¢ compensada pelo
tamanho da parte aérea da planta e também o diametro da copa e ¢ possivel notar a
diversidade dos tamanhos e formatos de folhas das cultivares de manjericao (Anexos
figura 19). Algumas caracteristicas foram notadas quanto ao formato e tamanho das
folhas das cultivares de manjericdo. A cultivar Maria Bonita apresentou folhas com
peciolo mais alongado que as demais, Cinnamon se destacou pelas bordas das folhas
serreadas, Italian Large Leaf apresentou maior area foliar, porém com crescimento
concavo provocado pelo menor crescimento da nervura central.

Além disso, verificou-se que Grecco a Palla apresentou folhas comparativamente
pequenas e em quantidade que resulta em um aspecto denso e globular na arquitetura da
planta. As cultivar Anise e Limoncino apresentaram folhas de tamanhos similares, porém

as bordas das folhas de Limoncino sdo mais serreadas.
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A respeito da composi¢do do dleo essencial, a cultivar Anise apresentou como
composto majoritario o Metil chavicol (66,98%), enquanto que a cultivar Cinnamon o
Metil cinamato (26,95%) e Linalol (23,44%). Ja a cultivar Italian Large Leaf apresentou
como majoritdrio os alcoois 1,8-Cineol e Linalol. Resultados semelhantes das
porcentagens de majoritarios foram encontrados em Anise e Italian Large Leaf por Pinto
et al (2019) que estudou e dividiu em dendograma 24 cultivares de manjericdo. A cultivar
Cinnamon se destacou frente as demais pelo teor de 6leo essencial de 1,41% extraido das
folhas secas enquanto que as demais produziram apenas metade, ou seja, uma média de
0,75%.

Os compostos majoritarios Linalol, Metil cinamato e Metil chavicol das trés
cultivares estudadas respectivamente também ocorreram em outros estudos com

menjericdo (PINTO et al., 2019) (COSTA et al., 2015).

Tabela 10: Teor de 6leo porcentagens dos componentes majoritarios: 1,8 -Cineol, Linalol,
Metil chavicol, Metil cinamato, Cadinol de trés cultivares de manjericdo (Ocimum

basilicum) cultivadas em vasos, Uberlandia-MG, 2020.

Cultivar Cineol Linalol Metil chavicol Metil cinamato Cadinol % 06leo

Anise 5,74b 1,66¢ 66,98 a 0,354 b 560c 0.72b
Cinnamon 1,27c¢ 23,44b 7,60 b 26,95 a 836a 14la
ItalianL.L  7,17a 4191 a 1,12 ¢ 0,911b 697b 0,77b

médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
significancia.

O Linalol presente em algumas cultivares ¢ considerado uma das substancias mais
importantes na industria farmacéutica e de cosméticos e vem sendo utilizado como
fixador de fragrancias. O consumo anual desse composto quimico pode chegar até¢ 100
toneladas e aproximadamente 70 % dos compostos produzidos por essas industrias
contém Linalol em sua formula; os produtos e perfumes mais refinados utilizam somente
o Linalol natural (CAMARGQO et al., 2014).

O metil-chavicol ¢ conhecido quimicamente como 1-metoxi-4-prop-2-
enilbenzeno, estragol ou p-alilanisol, ¢ um metabolito especial pertencente a classe dos
fenilpropanoides encontrados em 6leos essenciais de plantas medicinais. Esse composto

¢ importante pois ¢ antioxidante e bloqueia os canais de s6dio transmembranares que sao
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ativados por alteracdes de diferenca de potencial eléctrico o que confere propriedades
medicinais e inseticida (SANTOS et al., 2018).

O Metil-cinamato ¢ encontrado em diversas plantas, como manjericao, morangos
e eucalipto. O cinamato de metila ¢ usado como aromatizante e fragrancia, com um cheiro
a canela e morango e ¢ investigado a respeito do efeito no escurecimento de alimentos

(HUANG et al., 2009).

CONCLUSAO

As cultivares Limoncino e Anise produziram plantas mais altas e com maior
diametro de copa enquanto que Cinnamon produziu maior quantidade de massa seca, teor
de agua e clorofila. A cultivar Anise apresentou como composto majoritario Metil
chavicol (66,98%), Cinnamon Metil cinamato e Linalol (26,95% e 23,44%) e Italian
Large Leaf o composto Linalol (41,91%).
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ANEXO
Anexo 1: Resumo da andlise de variancia e pressuposi¢des das caracteristicas numero de
folhas (FOL), nimero de brotos (NBR), comprimento de parte aérea (AER), comprimento
de parte radicular (RAD), massa seca (MSE), porcentagem de sobrevivéncia (SOB) e de
plantulas com hiperhidricidade (HIP) de manjericao (Ocimum basilicum) in vitro em dois

meios de cultura. Uberlandia-MG, 2020.

FV GL FOL NBR AER RAD MSE SOB HIP
Cultivares 3 0,000' 0,561 0,000 0,004 0424 0,079 0246
Meio 1 0,119 0,561 0,122 0,837 0,005 0,113 0,002

Cultivares*Meio 3 0,043 0,864 0,043 0,213 0,325 0,365 0,996

'Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F em negrito.

Anexo 2: Resumo da andlise de varidncia das caracteristicas das plantulas in vitro de
manjericao (Ocimum basilicum) em microambiente com um, dois e sem filtros na tampa
do frasco. Uberlandia-MG@G, 2020. Numero de folhas (FOL), nimero de brotos (NBR),
comprimento da parte aérea (AER) e radicular (RAD), massa seca (MSE), teor de

clorofila (SPD) e porcentagem de contaminagdo (CON).
FV GL FOL NBR AER RAD MSE SPD CON

Cultivares 3 0,001* 0,002 0,001 0,000 0,000 0,003 0,494
Tampa 2 0,074 0,524 o,111 0,001 0,001 0,085 0,000
Cul x Tam © 0,003 0,303 0,024 0,000 0,060 0,004 0,091

ISignificativo a 5% de probabilidade pelo teste F em negrito.

65



Anexo 3: Resumo da andlise de variancia e pressuposicoes das caracteristicas nimero de
folhas (FOL), nimero de brotos (NBR), comprimento (cm) da parte aérea (AER), massa
fresca (MFR) massa seca (MSE) (g), teor de clorofila (SPD) e porcentagem de plantulas

com hiperhidricidade (HIP) in vitro de cultivares de manjericao (Ocimum basilicum) sob

diferentes ambientes luminosos. Uberlandia-MG, 2020.

FV GL FOL NBR AER MFR  MSE SPD HIP
Cultivares 4 0,8387 20,868 0,0000 30,588 15,475 09,7309 4,1235
Lampadas 4 0,0000 98711 0,0044 0,0000 0,0558 0,0000 0,0010

Cultx Lamp 16 100,00 100,00 13,781 31,156 7,3684 5,1977 8,0960

Negrito significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Anexo 4: Resumo da andlise de variancia e pressuposicoes das caracteristicas numero de
folhas (FOL), nimero de brotos (NBR), comprimento (cm) da parte aérea (AER) e
radicular (RAD) massa fresca (MFR), massa seca (MSE) e teor de clorofila (SPD) das
plantulas in vitro de cultivares de manjericdo (Ocimum basilicum) em ambientes

luminosos. Uberlandia-MG, 2020.

FV GL FOL NBR AER RAD MFR MSE SPD
Cultivares 2 0,005 0,009 0,130 1,000 1,000 0,968 0,002
Lampada 1 0,000 0,005 0,005 0,115 0,001 0,000 0,136

Cult x Lamp 2 0,174 0,014 0,012 0,280 0,118 0,208 1,000

Negrito significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Anexo 5: Resumo da andlise de variancia das caracteristicas comprimento da parte aérea
(AER), didametro da copa (COP), massa fresca (MFR), massa seca (MSE), teor de agua
(TAG), teor de clorofila (SPD) e area foliar (AFO) das quatro cultivares de Ocimum
basilicum em vasos. Uberlandia-MG, 2020.

FV GL AER COP MFR  MSE TAG SPD AFO
Cultivares 3 0,001! 0,001 0,068 0,019 0,000 0,021 0,002
Bloco 4 0,891 0,210 0,211 0,251 0,764 0,524 0,706

ISignificativo a 5% de probabilidade pelo teste F em negrito.

LED Growlux LED Ouro color
Voltagem (V) 100-240 100-240
Fluxo luminoso (Im) 380
Durabilidade (horas) 25000 30000
Cores Azul e Vermelho Amarelo/Azul/Verde/Vermelho
Origem Zhejiang Brasil
Marca Gaungji Ourolux
Modelo GJ-GL12-A1-01 Ouro 60 colors
Poténcia (w) 7 7
Aplicacao Cultivo protegido Ambientes fechados

Anexo 6: Informagdes técnicas das lampadas usada no cultivo in vitro de manjericao

(Ocimum basilicum), Uberlandia-MG, 2020.
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ANEXO FIGURAS

Figura 1: Folhas e flores da cultivar Anise.

Figura 2: Flor, inflorescéncia e folhas da cultivar Cinnamon.
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Figura 4: Flor, inflorescéncia e folhas da cultivar Italian Large Leaf.
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Figura 5: Flor, inflorescéncia e folhas da cultivar Limoncino.

Figura 6: Apice e folhas da cultivar Maria Bonita.
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Figura 7Esquema de producdo e armazenamento do 6leo essencial (GARLET, 2007).

&0,000 s S

50,000 +

40,000

30,000 1
Durabilidade

Z0.000

10,000 1

a..

Fluoresceni

Figura 8: Durabilidade (horas) e eficiéncia luminosa (lumens) de diferentes tipos de

lampadas Fluorescente e LED (BOURGET,2008).

Figura 9:Lampada LED Growlux indicada para horticultura. (MEAN WELL, 2020).
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Figura 10: Taxa fotossintética das plantas segundo o comprimento de onda de luz

(SANTOS, 2013).

Figura 11: Tipos de tampas de frascos usados em experimento com cultivares de

manjericao.
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Figura 12: Conjunto de cinco experimentos testando efeito da luminosidade e cultivares

de manjericdo. Uberlandia-MG, 2020.

Figura 13: Escala para quantificacao de hiperidricidade em plantulas de manjericao

cultivadas in vitro (TRENTO,2017)
73



Figura 14: Conjunto de dois experimentos testando efeito da luminosidade e cultivares de

manjericdo. Uberlandia-MG, 2020.

Figura 15: Flores, inflorescéncia e sementes de manjericao.

Figura 16 Cultivares de manjericao em vasos.
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Figura 17: Folhas fresca de manjericdo Anise para extracdo de oleo essencial.
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Figura 18: Area foliar de folhas de manjericdo através do aplicativo Easy leaf area free.

75



Figura 19: Formato das folhas das cultivares Maria Bonita, Cinnamon, Italian Large

Leaf, Grecco a Palla, Anise e Limoncino respectivamente.
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