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RESUMO GERAL

MARTINS, Joeferson Reis. Aspectos da germinaciio de sementes e influéncia
da luz no desenvolvimento, anatomia e composicio quimica do dleo
essencial em Ocimum gratissimum L. 2006. 176 p. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Diante da necessidade de aprofundar os conhecimentos sobre a flora medicinal,
selecionou-se a espécie Ocimum gratissimum L., uma importante produtora de
6leo essencial bastante utilizada como fitoterapico. Os principais objetivos neste
trabalho foram avaliar aspectos fisioldgicos da germina¢ao e armazenamento das
sementes, assim como analisar o crescimento, a anatomia foliar ¢ o acimulo de
o6leos essenciais de plantas jovens desta espécie quando submetidas a diferentes
condigdes de luz (sob pleno sol, sob malhas preta, vermelha e azul de 50% de
sombreamento). As sementes dessa espécie apresentam uma equivaléncia nas
classes de reservas, havendo predominancia de proteinas. O teste de raios-X foi
um método eficiente e ndo destrutivo numa avaliagdo complementar de
qualidade das sementes, pois permitiu a nitida visualizacdo de sementes cheias e
vazias, podendo ser util na complementacdo de testes de germinacdo. As
sementes armazenadas durante doze meses, tanto em ambiente de balcdo de
laboratério (condi¢des climaticas de Lavras, MQG), geladeira (10°C e 50%) ou
camara fria (10°C e 45% UR), utilizando as embalagens saco de papel, saco de
papel aluminizado ou frasco de vidro, ndo perderam a qualidade fisioldgica. Os
melhores resultados de germinabilidade, velocidade de germinacdo, tempo
médio e plantulas normais ocorreram na presenga de luz, a temperatura alternada
de 20-30°C e a temperatura constante de 30°C; porém, a germinabilidade ndo
excedeu a 55%. As sementes de O. gratissimum L. podem ser consideradas
fotoblasticas positivas preferenciais, uma vez que sob temperaturas alternadas
(15-25°C e 20-30°C), na auséncia de luz, ocorre uma discreta germinacdo. Na
presenca de luz, as concentracdes de GA; ndo alteraram a germinabilidade;
porém, na auséncia de luz e sob temperatura alternada de 20-30°C, o GAj; atuou
de forma efetiva, promovendo os melhores valores de germinabilidade, IVG e
tempo médio. As plantas de Ocimum gratissimum L. apresentam uma
plasticidade fisioldgica e anatomica para os diferentes tratamentos com relagdo a
radiacdo. As plantas crescidas sob pleno sol tiveram o maior acimulo de matéria

" Comité Orientador: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Orientador), Dr.
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.



seca, a menor area foliar, a maior espessura foliar, o maior conteudo de
carotendides e a maior densidade de estdmatos, tricomas tectores e glandulares
na superficie adaxial das folhas. A radia¢do transmitida pela malha azul
proporcionou o maior crescimento em altura, maior area foliar e maior
funcionalidade estomatica. As plantas de O. gratissimum L. crescidas em
condigdes de sombreamento parcial acumularam maior quantidade de o6leo
essencial que aquelas a pleno sol. A qualidade espectral da radiagdo no ambiente
sob malha azul permitiu a espécie O. gratissimum L. produzir 142% a mais de
6leo essencial por unidade de massa seca. A andlise qualitativa do 6leo essencial
permitiu classificar as plantas de Ocimum gratissimum L. utilizadas neste
experimento como pertencentes ao quimiotipo eugenol, pois este € o composto
majoritario, representando de 83 a 88% do 6leo essencial entre os tratamentos.

il



GENERAL ABSTRACT

MARTINS, Joeferson Reis. Aspects of seeds germination and influence of
light on the development, leaf anatomy and chemical composition of
essential oil in Ocimum gratissimum L. Dissertation (Master in Plant
Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG .

Before the need to deepen the knowledge about medicinal flora, the species
Ocimum gratissimum L., an important producer of essential oil much utilized as
a phytotherapeutic, was selected. The main objectives in this work were to
evaluate physiologic aspects of germination and storage of seeds as well as to
investigate growth leaf anatomy and accumulation of essential oils of young
plants of this species when submitted to different light conditions (under full
sunshine, under black and blue meshes of 50% of shading). The seeds of this
species showed an equivalence in the reserve classes, there being the
predominance of proteins. The X ray test was an effective and non-destructive
method in a complementary evaluation of quality of the seeds, since it enabled
the sharp viewing of full and empty seeds, its being able to be useful in the
complementation of germination tests. The seeds stored for twelve months both
in the laboratory bench setting (climatic conditions of Lavras, MG) and in
refrigerator (10°C and 50%) or cold chamber (10°C and 45% RH, utilizing the
packages paper bag alminized paper bag or glass flask did not loss
physiological quality. The best results of germinability, germination velocity,
average time and normal seedlings took place in the presence of light, at the
alternate temperature of 20-30°C and at constant temperature of 30°C, but,
germinability did not exceed 55%. The seeds of O. gratissimum L. can be
regarded as preferential positive photoblastic, since they alternate temperatures
(15-25°C and 20-30°C), in the absence of light, a distinct germination occurs in
the presence of light, the concentrations of GAj; did not change germinability,
but in the absence of light and under alternate temperature of 20-30°C, GA;
acted in an effective way promoting the best values of germinability, IVG and
average time. The plants of Ocimum gratissimum L. show a physiological and
anatomical plasticity for the different treatments relating to radiation. The plants
grown under full sunshine had the highest accumulation of dry matter, the
smallest leaf area, the greatest leaf thickness, the highest caratenoid content and

" Guidance Committee: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Adviser), Dr.
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.
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the greatest thickness of stomas, tector and glandular trichomes on the adaxial
surface of leaves. The radiation transmitted by the blue mesh provided the
greatest height growth, largest leaf area and stomatal functionality. The plants
of O. gratissimum L. grown under conditions of partial shading accumulated
greater amount of essential oil than those in the full sunshine. The spectral
quality of radiation in the environment under the blue mesh allowed to the
species O. gratissimum L. to yield 142% more of essential oil per unit of dry
matter. The quantitative analysis of the essential oil enable to classify the plants
of Ocimum gratissimum L. utilized in this experiment as belonging to the
chemiotype eugenol, for this is the most widespread compound, representing
from 83 to 88% of the essential oil among the treatments.

v



CAPITULO1

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

O uso de plantas pelo homem como recurso terapéutico natural ¢ uma
pratica milenar que permitiu as civilizagdes o acumulo de conhecimento através
dos tempos. No Brasil, o emprego de plantas medicinais era pratica indigena,
que somado a outras praticas trazidas pelos europeus e, posteriormente, por
escravos africanos, geraram uma rica cultura popular. Ainda hoje, nas regides
mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e
encontradas em quintais residenciais. Elas sd3o usadas intensamente no meio
urbano como forma alternativa ou complementar aos medicamentos da medicina
industrializada, os quais s3o economicamente inacessiveis a maioria da
populagao.

De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse
de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como, por
exemplo, botdnica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem os
conhecimentos sobre a flora brasileira. Muitas plantas possuem compostos
economicamente importantes, tais como o6leos essenciais, alcaldides, resinas,
taninos, ceras ¢ outros. No entanto, muitas delas nunca foram observadas quanto
aos seus compostos quimicos e os diversos fatores que podem alterar sua
concentragdo no vegetal. A caréncia de informagdes cientificas, em contraste
com a rica diversidade bioldgica do Brasil, pais de ecossistemas tdo ameacgados,
deve incentivar pesquisas sobre plantas medicinais ndo somente nos ambitos
farmacolégico e quimico, mas também fisiologicos do crescimento,
desenvolvimento e fitotécnicos da producdo. Afinal, estudos desse género
poderiam levar a reorganizacdo das estruturas de uso dos recursos naturais por

meio de planos de extracdo e manejo sustentdvel e, conseqilentemente, a



elevagdo do PIB, visto que hd grande tendéncia mundial de aumento na
utilizacdo de fitoterapicos.

A qualidade da matéria-prima utilizada como fitoterapico ¢ de extrema
importancia, pois afeta diretamente a eficacia e a seguranga desses
medicamentos. Para melhorar a qualidade da matéria-prima, as industrias
investem mais em cultivo em larga escala, o que permite a selecdo de linhagens
com alto teor de principios ativos. O teor desses compostos, acumulados em
diferentes partes do vegetal, estd sob controle genético, porém pode ser alterado
frente a influéncia de fatores externos ao organismo como fertilidade do solo,
umidade, intensidade de luz, temperatura, herbivoria, poluicdo atmosférica e do
solo. Além disso, a fenofase em que se encontra a planta por ocasido da coleta e
outros fatores ainda mais sutis podem influenciar a composi¢do quimica do
vegetal. Portanto, para que se possa maximizar a produ¢do de um determinado
principio ativo, ¢ de fundamental importancia que se conhega o comportamento
da espécie em diferentes condi¢cdes ambientais.

Diante da necessidade de aprofundar os conhecimentos dos recursos
naturais brasileiros, ¢ seguindo a orientagdo da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) aos seus paises membros de desenvolver pesquisas da flora medicinal,
selecionou-se para estudo a espécie Ocimum gratissimum L., vulgarmente
conhecida como alfavaca-cravo, por apresentar cheiro forte e agradavel
semelhante ao do cravo-da-india (Eugenia caryophyllata Thumb.). O.
gratissimum ¢é um subarbusto ereto, pertencente a familia Lamiaceae, cujas
folhas sdo utilizadas na medicina tradicional no combate a febre, males
estomacais, como analgésico e, ainda, como condimento na culinaria. A espécie
¢ considerada importante produtora de 6leo essencial, tendo como componente
de destaque o eugenol, que lhe confere atividade antisséptica local contra alguns

fungos e bactérias.



Neste contexto, os principais objetivos deste trabalho foram avaliar
aspectos fisioldgicos da germinagdo e armazenamento das sementes de O.
gratissimum, assim como analisar o desenvolvimento, a anatomia foliar, o
rendimento e composicdo quimica de dleo essencial em plantas jovens desta

espécie, quando submetidas a diferentes condigdes de luz.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descri¢do botinica e propriedades terapéuticas de Ocimum gratissimum
L.

O género Ocimum, da Familia Lamiaceae, compreende plantas ricas em
0leos essenciais destinados as industrias para produ¢do de farmacos, perfumes e
cosméticos. Segundo Paton (1999), geograficamente, 30 espécies de Ocimum
estdo distribuidas pelo mundo, sendo o género bem representado nas regides
quentes de ambos os hemisférios, ocorrendo do nivel do mar até 1800m de
altitude. A Africa, a Asia e a América do Sul sdo os principais centros de
diversidade do género.

Dentre a diversidade de espécies do género Ocimum destaca-se Ocimum
gratissimum L., um subarbusto lenhoso, ereto, com at¢é 1,0 m de altura,
originario da Asia e Africa e subespontinea em todo territério brasileiro.
Existem diversos quimiotipos, inclusive o designado como eugenolifero,
conhecido popularmente como alfavaca-cravo, pois tem aroma forte e agradavel
que lembra o cravo-da-india (Eugenia caryophyllata Thumb.). Suas folhas sdo
ovalado-lanceoladas, de bordos duplamente dentados, membranaceas, de 4-8 cm
de comprimento (Figura 1). As flores sdo pequenas, roxo-palidas, dispostas em

racemos paniculados eretos e geralmente em grupos de trés. O fruto é do tipo



capsula, pequeno, possuindo quatro sementes esféricas (Lorenzi & Matos,

2000).

FIGURA 1. Aspecto geral de uma planta adulta de
Ocimum gratissimum L.

A alfavaca-cravo pode ser uma planta anual ou perene, dependendo do
local em que ¢ cultivada. Apresenta-se como perene em regides quentes e anual
em regides frias. A espécie ¢ aldogama e hibrida-se facilmente, apresentando
grande numero de subespécies e variedades (Correia Junior, 1991).

Guenter (1943) reportou que os oOleos essenciais destilados de O.
gratissimum podiam ser divididos em dois grupos: o primeiro com alto teor de
eugenol e o segundo com alto teor de timol. Desde entdo, a divisdao de Guenter
foi confirmada por trabalhos subseqiientes. Foram estudadas plantas ricas em
timol (Ekundayo, 1986; Jirovetz et al., 1998; Ndounga & Ouamba, 1997;
Ntezurubanza et al., 1987; Pino et al., 1996; Sanda et al., 2001), e plantas ricas
em eugenol (Colson et al., 1991; Cortez et al., 1998; Fun et al., 1990; Jankovsky
et al., 1990; Zamureeenko et al., 1986). Um terceiro quimiotipo, rico em

geraniol, também foi descrito (Charles & Simon, 1992).



Segundo Vieira et al. (2001), duas variedades morfologicas de O.
gratissimum (var. gratissimum e var. macrophyllum) foram encontradas com
base em seis grupos de componentes de Oleo essencial, ¢ estes autores
distinguiram-nas em trés quimiotipos - eugenol, timol, e geraniol - de acordo
com marcadores genéticos e componentes de seu 6leo essencial.

O grande interesse em O. gratissimum se deve aos constituintes de seu
0leo essencial, presente em tricomas glandulares superficiais (Gang et al., 2001),
cujos componentes principais podem ser eugenol, metil-eugenol, linalol, 1,8-
cineol e a-terpineol, entre outros, que variam de acordo com as condigdes de
crescimento, estadio de desenvolvimento da planta e quimiotipo (Silva et al.,
2005).

De acordo com Souza (1991), em estudos sobre a composi¢cdo quimica
da variedade de O. gratissimum, conhecida como quimiotipo eugenol, o dleo
essencial das folhas contém 77,3 % de eugenol, 12,1% de 1,8-cineol, 2,3% de B-
cariofoleno e 2,1% de (Z)-ocimeno. A presenca desses compostos quimicos
justifica seu uso na confecgdo de licores e sucedaneo do 6leo de cravo-da-india.

Quimicamente, o eugenol é o 2-metoxi-4-(2-propenil)-fenol, com
formula molecular C;oH;,0, e massa molecular de 164 u.m.a. E um liquido
incolor, com odor de cravo e sabor picante. O ponto de ebuli¢do ¢ de -9,2 a -
9,1°C, com a densidade (d *°,) de 1,0664 ¢ indice de refracdo (np”°) de 1,5410. E
praticamente insolivel em agua, mas miscivel em alcool, cloroféormio, éter e
6leos. A dose oral letal (LDsp) em ratos ¢ de 2680-3000 mg/Kg. O eugenol ¢
usado em perfumaria e como atrativo para insetos. Para humanos, o eugenol esta
na categoria terapéutica de analgésico dental (Guenter, 1943; The Index Merck,
1989).

Nas praticas usuais da medicina caseira as folhas da alfavaca-cravo sao
usadas na preparacdo de banhos antigripais, no tratamento de casos de

nervosismo e paralisia (Lorenzi & Matos, 2000); em chas, as folhas sdo



utilizadas como carminativas, sudorificas e diuréticas, febrifugas,
antiblenorragicas, para tratar tosse, vomitos e turbeculose (Pio Correa, 1984;
Rodrigues, 1989). Segundo Matos (1998), o fato de a alfavaca possuir o 6leo
essencial rico em eugenol lhe confere acdo antisséptica local contra alguns
fungos e bactérias. Além disso, as folhas, flores e frutos secos ou pulverizados
sdo utilizados como condimentos na culinaria.

Estudos recentes t€m verificado a bioatividade do 6leo essencial de O.
gratissimum sobre organismos de elevada patogenicidade, como Leishmania
amazonensis (Ueda-Nakamura et al., 2006), Cryptococcus neoformans (Lemos
et al., 2005), Candida ssp. (Nakamura, 2004), Herpetomonas samuelpessoai
(Holetz et al.,, 2003), Staphylococcus aureus (Nakamura et al., 1999),
Streptococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonela ssp, Klebsiela pneumoniae,
Proteus vulgare, Aspergillus fumigatus, Trichophyton mentagrophytus (Gulati &
Sinha, 1990; Ndounga & Ouamba, 1997), além de acdo analgésica (Okiemy-
Andissa et al., 2004) e acdo anestésica local em medicagdo odontoldgica

(Craveiro, 1981).

2.2 Composicio quimica das sementes

A composi¢do quimica das sementes ¢ definida geneticamente e pode
ser influenciada pelas condigdes ambientais (Bewley & Black, 1994) como
radia¢do, temperatura, disponibilidade de &gua e por praticas agricolas
interpostas as culturas, tais como adubacdo e época de plantio. As variacdes na
composi¢cdo quimica podem ocorrer em termos quantitativos devido a
suprimentos diferenciais de assimilados, uma vez que a especificidade do
acumulo de reservas em sementes resulta de uma série complexa de processos
bioquimicos, iniciados com a captagdo de energia luminosa e fixacdo do carbono

durante a fotossintese. Segundo Marcos Filho (2005), a planta-mde produz



acucares, especialmente a sacarose, ¢ aminoacidos essenciais para a biossintese
de substancias mais elaboradas de reserva nas sementes.

As sementes sdo constituidas de substincias estruturais, como oligo e
polissacarideos das paredes celulares, e de substancias de reserva como
proteinas, lipideos e carboidratos (Begnami, 1998). Dependendo do composto de
reserva predominante, as sementes podem ser classificadas como amilaceas,
oleaginosas ou protéicas. Estas reservas tém como fungdes basicas a manutencgao
e o desenvolvimento do embrido até a formagao de uma plantula que apresente a
capacidade de se manter de forma autotrofica (Ferreira & Borghetti, 2004).

Os carboidratos e os lipideos servem como fonte de energia e carbono,
enquanto as proteinas t€m como principal fun¢do o suprimento de aminoacidos,
nitrogénio e enxofre para a formacdo de novas proteinas e acidos nucléicos
(Pernollet & Mossé, 1983).

Egli (1998) afirma que para diversas plantas h4 um suprimento minimo
de assimilados necessarios para a germinacao das sementes € que um suprimento
crescente de assimilados totais permite que um maior nimero de sementes
germinadas continue a se desenvolver. Portanto, conhecimentos sobre a
composi¢do quimica das sementes sdo de interesse pratico em tecnologia de
sementes, pois tanto o desempenho na germinacdo como o potencial de
armazenamento sdo influenciados pelo contetido dos compostos presentes nas

mesmas (Nakagawa et al., 1990).

2.3 Avaliacio da qualidade das sementes pelo teste de raios-X

A anélise de sementes tem como principal finalidade determinar a
qualidade de um lote de sementes através do exame pormenorizado e critico de
uma amostra. Em trabalhos de pesquisa, a analise de sementes ¢ utilizada na

identificacdo de problemas de qualidade e suas causas.



A Associagdo Internacional de Analise de Sementes —ISTA (1999)
recomenda o uso da radiografia por meio de raios-X de baixa energia para
determinar a qualidade fisica das sementes por considera-lo um método rapido e
nao destrutivo, prescrevendo-o com a finalidade basica de detectar sementes
cheias, vazias, com danos mecanicos ou ataque de insetos. A informagdo sobre a
ocorréncia de sementes defeituosas e vazias ¢ altamente desejavel, j4 que essas
sementes influenciam os resultados de germinacdo de um lote (Craviotto et al.,
2002).

O teste de raios-X foi desenvolvido por Simak & Gustafsson na década
de 50 com a finalidade de avaliar a qualidade das sementes de Pinus sylvestris L.
(Simak, 1991). Atualmente, este método ¢ utilizado com diversas finalidades no
ambito da tecnologia de sementes, inclusive na deteccdo de anormalidades em
embrides ¢ na determinacdo do estadio de desenvolvimento das sementes
(Battisti et al., 2000; Machado & Cicero, 2003).

Carvalho et al. (1999) e Escasinas & Hill (1988) aplicaram o teste de
raios-X para a avaliagdo de danos mecénicos em trabalhos com Zea mays L.
Essa metodologia também pode ser 1til na avaliagdo do dimensionamento
interno de sementes, como descrito por Liu et al. (1993) em estudos com
Lycopersicon esculentum L. Bino et al. (1993) e Oliveira et al. (2003) utilizaram
o teste de raios-X para complementar o teste de germinagdo através da analise de
imagens em Arabdopsis e Peltophorum dubium, respectivamente.

Quando a semente € exposta aos raios-X, a radiacdo ¢ absorvida em
varios graus, dependendo da espessura, densidade e composi¢ao da semente e do
comprimento de onda da radiagdo, criando, assim, uma imagem permanente no
filme radiografico (Bino et al.,, 1993). As areas mais escuras da radiografia
correspondem aquelas partes que sfo facilmente penetradas pelos raios X;
enquanto areas mais claras da radiografia representam partes mais densas da

semente (Simak, 1991).



Em busca da melhor imagem, diferentes interagdes entre voltagem e
tempo de exposi¢do t€m sido utilizadas, variando em fungdo da espécie, do
aparelho de raios-X e da sensibilidade do filme radiografico utilizado (ISTA,
1999; Simak, 1980). Para sementes de tomate, Liu et al. (1997) observaram que
a melhor visualizacdo do contetudo interno das sementes foi a intensidade de 10
KVp por 3-5 minutos; ja em sementes de Pinus sylvestris a melhor visualizagdo
foi obtida quando expostas a mesma intensidade por 25 segundos (Simak et al.,
1989); na avaliagdo de defeitos internos em sementes de Tabebuia serratifolia e
T. impetiginosa, foi determinada a intensidade de 55 kVp por 25 segundos
(Oliveira, 2004).

2.4 Armazenamento de sementes

A longevidade natural das sementes varia grandemente entre as espécies,
sendo um fator de bastante importancia a ser considerado na tecnologia de
sementes. A longevidade ¢ definida como o periodo em que a semente se
mantém viva, isto ¢, capaz de germinar quando colocada em condigdes
favoraveis, quando nao houver dorméncia (Toledo & Marcos-Filho, 1977).

Uma grande parte das espécies apresenta sementes com baixa
longevidade, o que restringe seu aproveitamento em plantacdes, ja que perdem
rapidamente sua viabilidade, requerendo utilizagdo imediata na semeadura.

Segundo Marcos Filho (2005), a longevidade das sementes € variavel de
acordo com o gendtipo, mas o periodo de conservagao do potencial fisioldgico
depende, em grande parte, do grau de umidade, da temperatura e das condi¢des
do ambiente de armazenamento.

As sementes, por serem constituidas de material altamente higroscopico,
apresentam o seu conteido de agua sempre em equilibrio com a umidade
relativa do ar, e sob umidade elevada a respiracdo das sementes ¢ aumentada e,

por conseguinte, a velocidade de deterioragao.
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Altas temperaturas aceleram os processos de degeneragdo dos sistemas
biolégicos, em que ocorre respiragdo intensa, consumindo seu material de
reserva, de maneira que, sob essas condigdes, as sementes perdem o vigor € a
capacidade de germinar (Delouche & Potts, 1974).

Para Novembre & Marcos Filho (1991), o armazenamento das sementes
constitui numa etapa praticamente obrigatdria de um programa de melhoramento
devido a deterioracdo natural entre a colheita e a semeadura. A principal
preocupagdo durante este periodo é a preservacdo da qualidade das sementes,
procurando-se reduzir ao maximo a velocidade e a intensidade do processo de
deterioracio.

A busca pelo conhecimento sobre o comportamento de lotes de sementes
durante o armazenamento tem sido meta constante entre os pesquisadores,
tecnologistas e produtores de sementes, visando subsidiar o manejo racional
dessas sementes em bancos de germoplasma na comercializagdo e para o
estabelecimento de uma nova cultura.

De acordo com Ferreira & Borghetti (2004), o armazenamento das
sementes deve ser iniciado na maturidade fisiologica e o maior desafio é
conseguir que as sementes, apos certo periodo, ainda apresentem elevada
qualidade fisiologica. Dessa forma, o objetivo é manter a qualidade das
sementes durante o periodo em que ficam armazenadas, visto seu melhoramento
nao ser possivel, mesmo sob condi¢des ideais.

As sementes, de modo geral, sdo separadas em dois grupos, de acordo
com a classificagdo proposta por Roberts (1973): as sementes ortodoxas, que
podem ser secas a baixos niveis de umidade (em torno de 5%) e armazenadas a
temperaturas baixas, o que possibilita a manutencdo da viabilidade por um longo
periodo; as sementes recalcitrantes, que ndo toleram estas condigdes e, portanto,

apresentam dificuldades de armazenamento.
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Um comportamento de armazenamento intermediario entre ortodoxo e
recalcitrante foi verificado por Ellis et al. (1990). Neste caso, as sementes
toleram a desidratacdo somente até o teor de agua entre 7% e 10% e ndo toleram
temperaturas baixas por tempo prolongado (Hong & Ellis, 1996).

As sementes ortodoxas sdo facilmente armazenadas em regides de clima
frio, necessitam de alguns cuidados no armazenamento em regides de clima
temperado e exigem intenso controle das condigdes de armazenamento em
regides tropicais (Ferreira & Borghetti, 2004). Uma regra pratica, conhecida por
“Regra de Harrington”, afirma que o periodo para o armazenamento seguro
duplica para cada redugdo de 1,0% no grau de umidade da semente (base imida)
ou decréscimo de 5,5°C na temperatura ambiente; ambas as redugdes, quando
efetuadas simultaneamente, teriam efeitos aditivos (Harrington, 1963). Para
Hilhorst (1997), deveria ser considerada uma queda de 2,0% no grau de umidade
para que o periodo de conservagdo duplicasse.

Além dos cuidados com o teor de agua e a temperatura ambiental,
Crochemore (1993) afirma que o tipo de embalagem utilizada no
acondicionamento das sementes durante o armazenamento também assume
relevante importancia na preservagdo da sua viabilidade e vigor. Sementes
conservadas em embalagens que permitem trocas de vapor d’4dgua com o ar
atmosférico podem absorver dgua sob alta umidade relativa do ar, deteriorando-
se com certa facilidade.

A preservacdo da qualidade fisiologica de sementes sob determinadas
condi¢des ambientais de temperatura e umidade relativa do ar ¢ influenciada
pelo tipo de embalagem utilizada (Ferreira & Borghetti, 2004). A escolha da
embalagem depende da espécie, do grau de umidade das sementes, das
condigdes ¢ do periodo de armazenamento (Marcos Filho, 2005). Para Carvalho
& Nakagawa (2000), na tomada de decisdo para a escolha da embalagem devem

ser consideradas também as condi¢des climaticas sob as quais as sementes serao
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armazenadas até o proximo plantio, a modalidade de comercializagdo, a
disponibilidade e as caracteristicas mecanicas das embalagens.

Quanto a permeabilidade ao vapor d’agua, as embalagens podem ser
classificadas em permeaveis, semipermedveis e impermeaveis (Ferreira &
Borghetti, 2004).

As embalagens permedveis permitem a troca de vapor entre as sementes
e o ambiente externo circundante. Por isso, o teor de dgua das sementes sofre
flutuacdes com as variagdes de umidade relativa do ar. Os principais materiais
empregados comercialmente na confeccdo de embalagens permeaveis de
sementes sdo papel, algoddo, juta e polipropileno trancado (Ferreira & Borghetti,
2004).

As embalagens semipermeaveis mostram-se resistentes a troca de vapor
d’4gua entre as sementes ¢ o ambiente externo circundante. Os materiais
utilizados nesse tipo de embalagem s3o polietileno de baixa espessura e
combinagdes de laminas de papel e outro material, como é o caso dos papéis
alumizados, plastificados e com pelicula de asfalto (Ferreira & Borghetti, 2004).

As embalagens impermeaveis impedem o intercdmbio de vapor d’agua
entre as sementes € o meio externo. Geralmente sio empregados sacos de
polietileno espesso, de média e alta densidade, envelopes de aluminio,
embalagens metalicas de aluminio e recipientes de vidro com vedagdo na tampa.

De um modo geral, poucos trabalhos tém envolvido comparagdes entre

tipos de embalagens e armazenamento de sementes.

2.5 Aspectos fisiologicos da germinacio

Bacchi (1996) afirmou que no Brasil os estudos botanicos, fisiologicos
e agronomicos da biologia reprodutiva de plantas medicinais sdo incipientes,
mas nos ultimos anos tem-se observado um crescente interesse da comunidade

cientifica nesses aspectos. Apesar de O. gratissimum ser um subarbusto
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aromatico bem utilizado na medicina popular e de ampla distribui¢ao geografica,
pesquisas sobre a germinagao de suas sementes sao escassas.

A germinagdo ¢ considerada um dos mais importantes estadios do
biociclo vegetal, caracterizada por processos fisicos e metabdlicos de naturezas
complexas que levam a retomada do crescimento do eixo embrionario,
culminando com a protusdo da radicula através do tegumento da semente
(Bewley & Black, 1994).

O processo germinativo tem inicio com a embebicdo de agua pelos
tecidos da semente, seguida da retomada das atividades metabdlicas, sobretudo
da sintese de novas enzimas ¢ do aumento das atividades das hidrolases
preexistentes; estes eventos visam a mobiliza¢do dos compostos de reserva para
a retomada de crescimento do eixo embriondrio (Sales, 2002).

Ao considerar o processo germinativo de uma semente, alguns fatores
extrinsecos e intrinsecos devem ser considerados, entre eles a temperatura, a luz,
a agua, a composi¢do de gases na atmosfera e a dorméncia (Carvalho &
Nakagawa, 1988; Mayer & Poljakoff-Mayber, 1979; Popinigis, 1985). Dentre
esses principais fatores que afetam a germinagdo das sementes merecem
destaque a temperatura e a luz (Labouriau, 1983).

A luz atua no processo germinativo através de moléculas denominadas
fitocromos, capazes de absorver luz mais fortemente nas regides do vermelho e
do vermelho distante. Desta forma, a qualidade da luz também interfere na
regulacdo da germinagdo de algumas sementes, possivelmente através de seus
efeitos na biossintese de giberelina (Taiz & Zeiger, 2004). Tem sido ainda
demonstrado um aumento da atividade da galactomanose durante a germinagao,
a qual pode ser inibida pela luz vermelha distante e restabelecida pela luz
vermelha, indicando a participacdo do fitocromo (Nomaguchi et al., 1995).

Sementes de um grande numero de espécies apresentam comportamento

fotoblastico, de modo que a germinagdo pode ser promovida ou inibida por
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exposi¢do a luz branca. As sementes que germinam na presenca da luz sdo
chamadas fotoblasticas positivas, enquanto aquelas na qual a germinacdo ¢
inibida pela luz sdo denominadas fotoblasticas negativas (Bewley & Black
1994).

A luz ¢ necessaria para a indugdo da germinacdo de varias espécies,
através do enfraquecimento do endosperma pela hidrdlise dos polissacarideos
(Sanchez & Miguel, 1997). A dependéncia de presenga da luz para o
desempenho germinativo de algumas espécies também pode estar relacionada
com a temperatura de incubagdo das sementes, o ano de colheita ou a qualidade
fisiologica do lote. Oliveira (2004), trabalhando com lotes de sementes de anos
subseqiientes de Tabebuia impetiginosa em diferentes temperaturas, sob regimes
de luz variados, verificou que em relacdo ao regime de luz e a temperatura a
germinabilidade variou conforme o ano de colheita.

Bewley & Black (1994) afirmam que a temperatura também pode
regular a germinagdo, especialmente por alterar a velocidade de absorcdo de
agua e¢ modificar a velocidade das reagdes quimicas que iro acionar o
desdobramento e transporte das reservas e a ressintese de substincias para a
plantula.

Existem espécies em que a germinagdo de suas sementes ¢ favorecida
quando submetidas a temperatura constante e espécies que germinam
indiferentemente em temperaturas constantes ou alternadas (Lima et al., 1997).

Em estudos com Salvia splendens Sellow (Lamiaceae), Menezes et al.
(2004) observaram que temperaturas de 15, 20 e 25°C ndo afetaram a
porcentagem final de germinagdo; no entanto, a velocidade do processo
germinativo das sementes foi retardada a 15 °C.

Ferreira et al. (2001) verificaram que para varias espécies de Asteraceae

o percentual de germinagdo foi maior a 20°C do que 25 ou 30°C. Em duas
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espécies de Albizia, temperaturas de 20°C e 25°C proporcionaram as maiores
porcentagens e velocidades de germinagéo (Tigabu & Oden, 2001).

Por outro lado, determinadas espécies apresentam melhor
comportamento germinativo quando submetidas a alternancia de temperatura
(Copeland & McDonald, 1995). A compreensdo desse fendomeno estd na
adaptacdo evolutiva de algumas espécies as flutuagdes naturais encontradas no
ambiente de clareira.

Um outro fator de consideravel importdncia na germinagdo de
sementes € a participagdo de compostos quimicos de naturezas diversas, com
destaque para alguns fitormdnios, os quais podem ter acdo estimuladora ou
inibitéria.  As giberelinas estdo envolvidas tanto na superacao da dorméncia
como no controle de hidrolise das reservas, pela indugio da sintese de novo
da a-amilase, enzima responsavel pela hidrélise do amido e da qual depende

0 eixo embriondrio em crescimento, sendo, portanto, considerado um

ativador enzimatico endogeno, promotor da germinagdo (Levitt, 1974).

Viarios trabalhos tém mostrado o papel das giberelinas na quebra de
dorméncia (Grappin et al., 2000; Kamiya & Garcia-Martinez, 1999; Toyomasu
et al.,, 1998), na mobilizagdo de reservas durante o processo germinativo € o
posterior estabelecimento da plantula (Shen et al., 2001; Skadsen, 1998; Walker-
Simmons, 2000).

Outros estudos tém demonstrado ainda que a temperatura interage com
hormonios vegetais, de modo a alterar seus niveis enddgenos e, por conseguinte,
influenciar a regulacdo do processo germinativo (Brown & Van Staden, 1973;
Paul et al., 1973). Dessa forma, alguns reguladores de crescimento, como as
giberelinas, tém a propriedade de modificar as exigéncias de temperatura e

induzir a germinagao de algumas espécies (Reynolds & Thompson, 1973).
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2.6 Influéncia da luz na fisiologia das plantas

A luz ¢ um fator ambiental de fundamental importancia para as plantas,
pela acdo direta ou indireta na regulacdo de seu crescimento e desenvolvimento.
As respostas morfofisiologicas das plantas ndo dependem apenas da presenca,
atenuagdo ou auséncia da luz, mas também da variacdo em qualidade luminosa.

Toda a vida na Terra ¢ mantida por um fluxo de energia proveniente da
luz do sol, que por meio do processo fotossintético ¢ fixada em energia quimica
e utilizada para realizar processos vitais em todos os componentes da cadeia
alimentar (Larcher, 2004).

De acordo com Taiz & Zeiger (2004), a luz é um recurso critico para as
plantas, que pode limitar seu crescimento e reproducdo. A radiagdo ndo ¢ para as
plantas somente uma fonte de energia (efeito fotoenergético), mas também um
estimulo que governa o condicionamento do desenvolvimento (efeito
fotocibernético) e, as vezes, funciona como um fator estressante (efeito
fotodestrutivo). Todos esses efeitos ocorrem por meio da absorcdo dos quantas
de luz, a qual ¢ mediada por fotorreceptores especificos (Larcher, 2004).

A luz, fracdo visivel da energia solar, que contém a radiagdo
fotossinteticamente ativa (RFA) compreendida na faixa espectral de 400-700
nm, tem importancia fundamental em varios processos fisiologicos que ocorrem
nas plantas e, segundo Larcher (2004), 45% da radiagdo proveniente do sol se
encontram dentro dessa faixa espectral.

Para otimizar a captagdo da energia luminosa para a fotossintese, as
plantas desenvolveram uma série de fotorreceptores que regulam seu
crescimento e desenvolvimento em relagdo a presenca, quantidade, qualidade,
direcdo e duracdo da radia¢do luminosa incidente (Morini & Muleo, 2003).

A adaptacdo das plantas a luminosidade ambiental depende do ajuste do
seu aparelho fotossintético, de modo que a energia radiante disponivel seja

utilizada de maneira mais eficiente possivel. As respostas destas adaptagdes sao
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refletidas no crescimento global da planta (Engel & Poggiani, 1991). Para inferir
a contribuigdo de diferentes processos fisiologicos para o crescimento vegetal, a
analise de crescimento ainda ¢ o meio mais simples e preciso, sendo 1til no
estudo de variagGes entre plantas sob diferentes condi¢des de luminosidade.

Segundo Benincasa (1988), através da analise de crescimento é possivel
conhecer a cinética de producdo de biomassa das plantas, sua distribuicdo e
eficiéncia ao longo da ontogenia. Diversas variaveis de crescimento t€m sido
utilizadas para avaliar o comportamento das espécies vegetais em relagdo a luz,
sendo a altura, a produgdo de matéria seca, a area foliar e as relacdes entre a
biomassa da parte aérea e radicular as varidveis mais freqiientemente utilizadas.

Diversos estudos de crescimento de plantas tém sido realizados na busca
pelo conhecimento da ecofisiologia de diferentes espécies submetidas a
diferentes condi¢des de luminosidade, seja pelo controle da radiacao incidente,
por meio do emprego de lampadas de diferentes comprimentos de ondas ou
camaras de crescimento (Cooley et al., 2000; Cooper, 1967; Jeangros &
Nosberger, 1992; Musil et al., 2002), ou pelo uso de telados ou plasticos
redutores da radiagdo (Dale & Causton, 1992; Farias et al., 1997; Muroya et al.,
1997; Pushpakumari & Sasidhar, 1992; Sharma, 1994; Vlahos et al., 1991).

Em estudos sobre o efeito de diferentes niveis de luz sobre aspectos
fisiologicos do crescimento inicial de plantas jovens de Cryptocarya
aschersoniana Mez., Almeida et al. (2004) verificaram que os maiores valores
médios de biomassa total ocorreram em plantas cultivadas sob 30% de
sombreamento; o maior acimulo de matéria seca foliar foi observado nas plantas
cultivadas sob 30% e 50% de sombreamento.

Um indice fisiologico marcadamente influenciado pelas condicdes
luminosas a que a planta estd submetida ¢ a area foliar especifica (AFE)
(Benincasa, 1988). O incremento da superficie foliar conduz a melhores

interceptagdes de luz e, conseqiientemente, a uma maior taxa de crescimento.
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Desse modo, ha um favorecimento do potencial fotossintético total, com a
produgdo de maior quantidade de fotoassimilados, facilitando o particionamento
de matéria seca para os outros o6rgaos da planta (Globig et al., 1997).

As respostas apresentadas pelas plantas a variagdo na disponibilidade de
luz costumam envolver, ainda, alteragbes nas caracteristicas das folhas
relacionadas ao teor de clorofila. Diversos fatores externos e internos afetam a
biossintese de clorofilas; por isso, os seus conteudos foliares podem variar de
maneira significativa. Entre estes fatores, a luz é essencial a sua sintese (Whatley
& Whatley, 1982).

A clorofila estd sendo constantemente sintetizada e destruida
(fotooxidag@o) em presenca de luz, porém sob intensidades luminosas mais
elevadas ocorre maior degradagdo, e o equilibrio ¢ estabelecido a uma
concentragdo mais baixa. Portanto, folhas de sombra possuem concentragdo
maior de clorofila (mg/g) do que as folhas de sol (Kramer & Kozlowski, 1979).
Porém, se o conteudo for expresso por unidade de area foliar a concentragdo €
menor nas folhas de sombra.

As alteragdes na disponibilidade de radiagdo solar em um ambiente podem
alterar ndo somente a quantidade de clorofila total, como também a fracdo de
clorofila a em relag@o a clorofila b. Uma maior propor¢éo relativa de clorofila b
em plantas sombreadas ¢ uma caracteristica importante, pois possibilita a
captacdo de energia de outros comprimentos de onda e transferéncia para uma
molécula especifica de clorofila a, que efetivamente toma parte das reagdes
fotoquimicas da fotossintese (Whatley & Whatley, 1982). Este aumento relativo
pode estar ligado a um aumento da propor¢do do complexo coletor clorofila a/b
proteina, associado ao fotossistema I nos “grana”, em relagdo ao complexo P700
do fotossistema II nos tilacoides e que ¢ facilmente fotooxidado (Thornber,
1975). Um outro fator pode ser a maior proporgdo de “grana” em cloroplastos de

folhas de sombra (Mitchell, 1979).
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De acordo com Larcher (2004), a absor¢do na faixa do visivel para todas
as plantas depende dos pigmentos presentes no cloroplasto. Desta forma, a curva
do espectro de absor¢do da folha para a banda do visivel tem seu valor maximo
coincidente com o valor da clorofila e dos carotendides. Isto evidencia a
importancia da qualidade da luz na eficiéncia do processo fotossintético.

Segundo alguns autores, como Ferraz & Silva (2001) e Fontes & Silva
(2001), geralmente a clorofila e os carotendides tendem a aumentar com a
reducdo da intensidade luminosa. Entretanto, Engel & Poggiani (1991)
encontraram diferengas para algumas espécies.

Os carotenoides sdo tetraterpenos de cores vermelha, amarela e laranja
que agem como pigmentos acessoOrios na fotossintese ¢ protegem os tecidos
fotossintéticos contra a fotoxidacdo. Além de sua fung¢do como pigmento
acessorio, pela capacidade em absorver radiagdo a comprimentos de onda
diferentes dos captados pela clorofila, os carotendides desempenham um papel
essencial na fotoprotegdo (Taiz & Zeiger, 2004). Estresse devido a alta
luminosidade ¢ freqiiente sob condigdes tropicais e as variagdes nas
concentragdes de clorofila e carotendides nas plantas sdo indicativas da acgdo

deste fator sobre as mesmas (Strauss-Debenedetti & Bazzaz, 1991).

2.7 Influéncia da luz na anatomia foliar

A radiagdo solar ¢ a principal fonte de energia para todos os processos
bioldgicos nas plantas; tanto a qualidade quanto a intensidade espectral da
radia¢do desempenham papel fundamental no desenvolvimento morfologico das
plantas, sobretudo as que visam a melhor eficiéncia do aparato fotossintético na
captacdo e utilizacdo da energia radiante.

A anatomia foliar pode ser grandemente influenciada pela radiagdo
recebida durante o crescimento, uma vez que a folha ¢ um 6rgdo muito plastico e

sua estrutura interna adapta-se as condi¢des externas do ambiente. Esta
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plasticidade adaptativa ¢ tipica das espécies que apresentam amplo potencial de
aclimatacdo (Hanba et al., 2002; Schluter et al., 2003).

De acordo com Schluter et al. (2003) e Sims et al. (1998), folhas de
arvores crescendo num ambiente de sombra apresentam modificagdes nas
caracteristicas fotossintéticas, bioquimicas, organizagdo de células do mesofilo e
freqliéncia estomatica quando comparadas com folhas crescendo num ambiente
de maior irradiancia.

Caracteristicas contrastantes também podem ser encontradas em folhas
da mesma planta expostas a regimes luminosos diferentes (Taiz & Zeiger, 2004).
Gongalves (2001) observou que plantas de Ocimum selloi Benth. cultivadas em
radiac@o solar plena apresentaram maiores espessuras nos parénquimas foliares
que as plantas cultivadas a 50% da radiacdo solar incidente; no entanto, o
numero total de estdmatos e tricomas por folha foi maior nas plantas crescidas
no sombreamento parcial. Resultados semelhantes foram obtidos por Atroch
(1999), que em seus estudos com Bauhinia forticata Link. verificou um maior
espessamento do tecido palicddico em plantas submetidas as maiores
intensidades de luz.

Em estudos de Voltan et al. (1992), o aumento do sombreamento
provocou reducdo no numero de estdmatos e na espessura do mesofilo e
incremento dos espagos intercelulares; segundo os autores, essas caracteristicas
estdo relacionadas ao processo fotossintético. Lima Junior et al. (2006)
verificaram diferencas no ntimero de estdmatos nas plantas de Cupania vernalis
cultivadas em diferentes niveis de sombreamento e observaram, ainda, que o
aumento no numero de estomatos refletiu diretamente na condutincia
estomatica.

Halva et al. (1992) utilizaram quatro niveis de luminosidade no cultivo
de Anethum graveolens: 100% (pleno sol), 70%, 50%, 30%. Verificaram que

niveis decrescentes de luminosidade resultaram em decréscimo no ntimero de
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folhas, na area foliar especifica, na altura da planta e no acimulo de 6leo
essencial. Os resultados deste experimento sugerem uma relagdo direta entre a
biomassa foliar e a produc@o de 6leo essencial com a atividade fotossintética da
planta, mas ndo necessariamente com a constitui¢cao do 6leo.

Buisson & Lee (1993) estudaram o efeito da qualidade espectral da luz
no desenvolvimento de folhas de Carica papaya L. Neste estudo os autores
variaram as condi¢des de sombreamento, simulando a diminuigdo da intensidade
luminosa com ou sem a diminuicdo da relacdo do comprimento de onda
vermelho: vermelho distante. Quando as plantas desenvolveram-se sob
sombreamento acompanhado da diminuigdo da relagdo vermelho: vermelho
distante houve, em relacdo aos demais tratamentos, diminui¢ao significativa da
espessura foliar, do peso especifico da folha, do comprimento das células do
parénquima pali¢adico, no nimero de células desse parénquima e na espessura
do mesofilo e aumento no teor de clorofila e na largura das células do
parénquima palicadico na parte adaxial. Segundo os autores, o formato conico
das células do parénquima pali¢adico favoreceria a disposi¢do mais adequada
dos cloroplastos ¢ a absor¢do mais eficiente da luz em condigdes de
sombreamento intenso.

Os efeitos da qualidade da luz sobre o crescimento e desenvolvimento se
manifestam precocemente sobre as plantas, antes de qualquer reducdo na
radiag¢do fotossinteticamente ativa (Ballaré et al., 1987). Isso porque os sinais de
luz percebidos pelo fitocromo desempenham fun¢do na detec¢do do nivel de
competicao que as plantas irdo encontrar, principalmente quando a competi¢do
tende a ser intensa (Schmitt & Wulff, 1993).

As modificagdes decorrentes da qualidade da luz sdo devidas a absorgéo
da luz vermelha e a ndo absor¢do da luz vermelha extrema. Isso proporciona
condigdes variaveis de disponibilidade de radiagdo nos diferentes extratos de

uma comunidade e, dessa forma, ¢ modificada a razio V:Ve. Essa razio,
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percebida pelo caule das plantas, indica a proximidade entre as plantas e induz
alteragdes na morfologia e na alocagdo de assimilados (Ballaré et al., 1992). A
modulacdo fotomorfogénica pela razdo V:Ve foi observada em plantas de
cevada por Davis & Simmons (1994), demonstrando que as plantas tém a
capacidade de detectar e responder morfologicamente a alteracdo da qualidade

da luz.

2.8 Influéncia da luz na sintese e acimulo de 6leo essencial

Os vegetais apresentam numa grande flexibilidade quimiossintética para
produzir micromoléculas como as que compdem as misturas quimicas
complexas que sdo os Oleos essenciais. Estes, por sua vez, podem conter 100 ou
mais constituintes orgénicos individuais, pertencentes as mais diversas classes
de compostos; entretanto, os terpenos e os fenilpropandides, derivados da rota
metabdlica do 4cido mevalonico e do acido chiquimico, respectivamente sdo as
classes mais comumente encontradas (Waterman, 1993). Independentemente de
sua composi¢do quimica, os 6leos essenciais sdo sintetizados e armazenados
pelas plantas em estruturas anatomicas especializadas como idioblastos,
cavidades, canais e tricomas glandulares (Fahn, 1975).

Segundo Jorge et al. (1992), no género Ocimum as caracteristicas
quimicas sdo mais distintivas que as caracteristicas anatdmicas e, portanto, de
maior importancia diagnostica dos quimiotipos. Nesse gé€nero, os tricomas
glandulares peltados sdo os locais de biossintese e armazenamento de
fenilpropanoides volateis encontrados na superficie de suas folhas (Gang et al.,
2001). A radiagdo solar pode atuar como estimulante na formagdo desses
tricomas (Yamaura et al.,, 1989) e, conseqiientemente, alterar os niveis e a
composicdo do oleo essencial (Letchamo et al., 1994; Letchamo & Gosselin,

1996).
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A biossintese de metabolitos secundarios é determinada geneticamente,
porém a quantidade e a concentragdo desses compostos variam acentuadamente
em fungdo das condi¢cdes ambientais. Apresentam-se como importantes fatores
ambientais a luz (intensidade, qualidade e fotoperiodo), a latitude, a temperatura
(minima, maxima e média), o solo (propriedades quimicas e fisicas), os ventos,
0os macro ¢ micro nutrientes e a disponibilidade hidrica. Estes fatores
proporcionam respostas diferenciadas nas diversas espécies estudadas, portanto
€ necessario considerar as condigdes ambientais 6timas para a maxima produgdo
de cada espécie.

A luz atua de forma significativa e complexa e influencia no acimulo e
na variedade dos componentes dos 6leos essenciais, uma vez que afeta direta ou
indiretamente a producdo de fitomassa, a propor¢do de oOrgdos e as vias
biossintéticas destes metabolitos secundarios.

Yamaura et al. (1989), em estudos com Thymus vulgaris L., observaram
que a radiacdo estimulou a formacdo de tricomas, que ¢ um pré-requisito para o
acamulo de o6leo essencial nessa espécie. Observou-se, ainda, aumento na
produgdo de 6leo essencial em Mentha piperita em condi¢des de alta intensidade
luminosa (Clark & Menary, 1980). Em plantas de Salvia officinalis crescidas em
condi¢do de 45% da luz solar, Li & Craker (1996) verificaram alta concentragio
e diferencas na composicdo do O6leo essencial em comparagdo com oleo
essencial de salvia crescida em outras intensidades luminosas. Ventrella & Ming
(2000) observaram que os teores do Oleo essencial de Lippia alba (Mill.) N.E.
foram maiores quando esta espécie foi cultivada sob maior nivel de radiagao.

Diversos estudos tém relatado a influéncia da luz sob a atividade da
enzima fenilalanina amonialiase (PAL), a qual atua no controle do metabolismo
dos fenilpropandides (Castafieda & Quintero, 1991; Loschke & Hadwiger,
1981). Segundo Taiz & Zeiger (2004), a atividade da PAL ¢ alterada pela luz

pelo seu efeito no fitocromo. Esta enzima atua de forma a eliminar uma

24



mulécula de amoémia da fenilalanina ¢ formar o acido cindmico. Esta ¢ uma
etapa reguladora importante na formag¢do de muitos compostos fenolicos. Os
fenilpropanodides sdo compostos aromaticos com uma cadeia lateral de trés
atomos de carbono ligada ao anel aromatico que pode ser reduzida, conduzindo
a formagdo de compostos importantes presentes em 6leos essenciais, como, por

exemplo, o eugenol (Figura 2) (Falkenberg, 2003).
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FIGURA 2. Biossintese de alguns fenilpropandides.
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CAPITULO 11

COMPOSICAO QUfMICA E AVALIACAO DA QUALIDADE DE
SEMENTES DE Ocimum gratissimum L. PELO TESTE DE RAIOS-X
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1 RESUMO

MARTINS, Joeferson Reis. Composi¢do quimica e avaliagdo da qualidade de
sementes de Ocimum gratissimum L. pelo teste de raios-x. In: . Aspectos
da germinacio de sementes e influéncia da luz no desenvolvimento,
anatomia e composicio quimica do 6leo essencial em Ocimum gratissimum L.
Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG".

Ocimum gratissimum L. (familia Lamiaceae) pode ser considerada como planta
anual ou perene, conforme o local de cultivo. Diversas finalidades sdo atribuidas
a espécie, como na culinaria, como planta ornamental, medicinal e aromatica.
Na busca por conhecimentos sobre sua biologia reprodutiva, caracterizou-se a
composicdo quimica e verificou-se a possibilidade de utilizacdo do teste de
raios-X para a avaliagdo da qualidade de suas sementes. Na composi¢do quimica
das sementes foram observadas as seguintes caracteristicas: grau de umidade,
extrato etéreo, residuo mineral fixo, proteina bruta, fibra bruta, amido e agtcares
redutores e ndo redutores. Os resultados mostraram que O. gratissimum contém,
aproximadamente, 8,2% de umidade, 10,1% de extrato etéreo, 3,5% de residuo
mineral fixo, 10,5% de proteina bruta, 26% de fibras brutas, 7% de amido,
0,05% de agucares redutores e 3,5% de aclicares nao redutores. Para estudar a
eficiéncia do teste de raios X na avaliacdo da qualidade de sementes, foram
testadas diferentes intensidades e tempos de exposicao a radiacdo. Definida em
testes preliminares a intensidade de 30 kV por 25 segundos, as sementes foram
dividas em duas categorias: cheias e vazias. Do total de sementes observadas,
48% se encontravam cheias e, destas, 89,58% germinaram. Estes resultados
indicam a possibilidade do uso desta metodologia para o beneficiamento das
sementes de O. gratissimum no sentido de melhorar consideravelmente a
qualidade tecnologica da espécie.

" Comité Orientador: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Orientador), Dr.
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.
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2 ABSTRACT

MARTINS, Joeferson Reis. Chemical composition and evaluation of the quality
of seeds of Ocimum Gratissimum L. by the x-ray test. In: . Aspects of
seeds germination and influence of light on the development, leaf anatomy
and chemical composition of essential oil in Ocimum gratissimum L.
Dissertation (Master in Plant Physiology) — Federal University of Lavras,
Lavras, Minas Gerais, Brazil."

Ocimum gratissimum L. (family) can be regarded as either an annual or
perennial plant according to the cultivation spot . A number of purposes are
ascribed to the species, such as in culinary, as a ornamental, medicinal and
aromatic plant. In the search for knowledge upon its reproductive biology, the
chemical composition was characterized and the possibility of using the X ray
test for evaluation of the quality of its seeds was verified. In the chemical
composition of the seeds, the following characteristics were observed: degree of
moisture, ether extract, fixed mineral residue , crude protein, crude fiber, starch
and reducing and non-reducing sugars. The results showed that O. gratissimum
contains about 8.2% of moisture, 10.1% of ether extract, 3.5% of fixed mineral
residue, 10.5% of crude protein, 26% of crude fibers, 7% de starch, 0.05% of
reducing sugars and 3.5% of non-reducing sugars. To study the efficiency of the
X ray test in the evaluation of seed quality, different intensities and times of
exposition to radiation were studied. Defined in previous tests the intensity of
30 kV for 25 seconds, the seeds were divided into two categories: full and
empty. Out of the total of observed seeds, 48% were full and of these, 89.58%
germinated. These results point to the possibility of the use of this methodology
for the processing of O. gratissimum seeds in the sense of improving markedly
the technological quality of the species.

" Guidance Committee: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Adviser), Dr.
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A espécie Ocimum gratissimum L., conhecida popularmente como
alfavacdo, alfavaca e alfava-cravo, é descrita na literatura como um subarbusto
aromatico, ereto, com até 1 m de altura (Lorenzi & Matos, 2000). De acordo
com Cerri (1995), a alfavaca-cravo ¢ originaria do Oriente e subespontanea em
todo territorio brasileiro. Trata-se de uma espécie de interesse econdmico, pois
suas folhas sdo consideradas como importantes produtoras de 6leos essenciais,
sdo utilizadas na medicina caseira em preparagdes de banhos antigripais, no
tratamento de casos de nervosismo e paralisia e, ainda, em chas como
carminativos, sudorificos, diuréticos € como condimento na culinaria. Diversos
estudos farmacognosicos t€m verificado a bioatividade do 6leo essencial de O.
gratissimum sobre organismos de elevada patogenicidade (Gulati & Sinha, 1990;
Holetz et al., 2003; Lemos et al., 2005; Nakamura, 2004; Nakamura et al., 1999;
Ndounga & Ouamba, 1997; Ueda-Nakamura et al., 2006).

Apesar da larga utilizagdo de O. gratissimum na medicina popular,
poucos estudos sobre a biologia reprodutiva dessa espécie tém sido realizados. O
conhecimento sobre a biologia das sementes ¢ de fundamental importancia para
o entendimento do estabelecimento de plantulas (Gomes & Fernandes, 2002;
Vasques-Yanes & Orozco-Segovia, 1993).

Dentre os fatores que afetam o desempenho da germinagdo das
sementes, merece destaque acomposi¢ao quimica das mesmas (Nakagawa et al.,
1990). Sob o ponto de vista fisiologico e considerando-se as praticas de manejo
pré e pos-colheita, as reservas acumuladas sdo responsaveis pelo fornecimento
de nutrientes ¢ energia necessarios a plena manifestagdo das fungdes vitais das
sementes. O conhecimento da composi¢do quimica da semente ¢ de interesse

pratico em tecnologia de sementes, pois auxilia o direcionamento de
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procedimentos adotados durante a secagem artificial pos-colheita e as condigdes
de armazenamento das sementes (Marcos Filho, 2005).

Segundo Egli (1998), citado por Ferreira & Borghetti (2004), a
qualidade maxima das sementes, ou maturidade fisiologica, estd associada ao
acimulo de matéria seca maxima. Esse ponto marca a suspensao do transporte
do floema a semente. Devido as caracteristicas edafoclimaticas, idade da planta
mae e época de colheita, as sementes podem apresentar grande variabilidade na
sua estrutura interna, como danos e anormalidades em embrides. Por isso,
diversos métodos t€m sido descritos para avaliar a qualidade das sementes.

O teste de raios-X desenvolvido por Simak & Gustafsson na década de
50 tem sido amplamente utilizado em analises de qualidade de sementes (Bino et
al., 1993; Carvalho & Oliveira, 2006; Chavagnat, 1987; Liu et al., 1993; Oliveira
et al., 2003; Simak & Gustafsson, 1953; Simak & Sahlen, 1981; Simak, 1989;
Simak, 1991; Schmidt, 2000), uma vez que este teste é simples, rapido e ndo
destrutivo. A ISTA - International Seed Testing Association, desde os anos 80,
recomenda o teste de raios-X para a detecgdo de sementes cheias, vazias e
danificadas. Quando os raios-X passam através de uma semente, a radiacdo ¢
absorvida em vérios graus dependendo da espessura, densidade e composicao da
semente ¢ do comprimento de onda da radiacdo, criando, assim, uma imagem
permanente no filme radiografico (Bino et al.,, 1993). Assim, € possivel
diagnosticar a qualidade das sementes e inferir possiveis causas de
anormalidades presentes. Segundo Simak (1991), a umidade das sementes
influencia a densidade otica de forma que, quanto menor a umidade das
sementes, maior a densidade 6tica, o que possibilita uma maior diferenciagdo
das estruturas das sementes visualizadas nas radiografias.

Os objetivos neste estudo foram caracterizar a composi¢ao quimica e
verificar a utilizagdo do teste de raios-X na avaliagdo da qualidade das sementes

de O. gratissimum L.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratério de Crescimento e
Desenvolvimento de Plantas, no Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de
Biologia, na Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram utilizadas
sementes de O. gratissimum coletadas em maio de 2005, de plantas adultas
localizadas nas proximidades do campus da UFLA, no municipio de Lavras, na
regido sul de Minas Gerais, a 918m de altitude, latitude 21°14’S e longitude
45°00°W GRW. As plantas foram previamente identificadas taxonomicamente e
as exsicatas foram depositadas no herbario ESAL, do Departamento Biologia da

UFLA; o niimero de registro das exsicatas ¢ 20.0037.

4.2 Composicao quimica das sementes

4.2.1 Determinacio do grau de umidade e peso de mil sementes

Estas analises foram realizadas empregando-se estufa a 105+£3 °C,
durante 24 horas, segundo as instrucdes das Regras para Analise de Sementes
(Brasil, 1992), utilizando-se seis repeti¢cdes, com 2,0 g de sementes cada. Os
resultados foram expressos em porcentagem de umidade.

O peso médio de mil sementes foi determinado utilizando-se oito

subamostras de 100 unidades (Brasil, 1992).

4.2.2 Determinacio da fracio de lipideos em extrato etéreo
Para a determinagdo da fracdo lipidica das sementes, utilizaram-se
quatro repeti¢oes de 2g de sementes frescas. A extracdo foi realizada com éter

etilico, em extrator continuo de Soxhlet, utilizando reboiler previamente
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dessecado e tarado. Apds a extragdo, o reboiler contendo o residuo foi levado
para a estufa a 65°C, por 24 horas, sendo posteriormente pesado, e os resultados

foram expressos em porcentagem de lipideos por matéria seca (AOAC, 1990).

4.2.3 Determinacio da fraciio protéica

Na determinacdo da fragdo protéica, pesaram-se quatro repeti¢des de
0,1g de material desengordurado, sendo a amostra transferida para tubo de
digestdo aos quais foram adicionados 1,5g de sulfato de potassio e 0,3g de
sulfato de cobre, sendo, posteriormente, acrescentados 3,0mL de acido sulfurico
concentrado. Os tubos foram levados para o bloco digestor a 50°C, aumentando
a temperatura lentamente até atingir 370°C. A mistura permaneceu no bloco
digestor até a solucdo apresentar cor verde-clara. Depois de esfriada, foram
adicionados 30mL de agua destilada, seguida de agitagdo até dissolver o residuo.
Na determinag@o do teor de nitrogénio total, foi utilizado o método de micro-
Kjeldahl (AOAC, 1990), aplicando-se o fator 6,25 para o calculo do teor de

proteina bruta por matéria seca.

4.2.4 Determinacio da fraciao de residuo mineral fixo

Para a determinagdo de residuo mineral fixo (cinzas totais) foram
utilizadas quatro repeti¢des de aproximadamente 2g de material desengordurado
em cadinho de porcelana, o qual foi previamente incinerado, esfriado e tarado. O
material foi carbonizado em fogdo doméstico, com posterior calcinacdo em
mufla a 550°C, por 4 horas. A quantidade de cinzas na amostras foi espressa
pela diferenca entre o peso do conjunto ¢ o peso do cadinho vazio (AOAC,

1990).
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4.2.5 Determinacio da fracao de fibra bruta

Na determinacdo da fibra bruta foram utilizadas quatro repeticdes de
0,5g de material desengordurado, ao qual adicionaram-se 17,5mL de &cido
acético 70%, 0,5g de acido tricloracético e 1,2mL de acido nitrico. Essa solugéo
foi mantida em repouso por 30 minutos a partir da ebuli¢do (110°C). Apds este
tempo, os cadinhos foram levados para estufa a 105 + 3°C, por 24 horas. A
quantidade de fibra bruta na amostra foi expressa pela diferenca entre o peso do

conjunto e o peso do cadinho vazio (Van de Kamer & Van Ginkel, 1952).

4.2.6 Determinacio da fracao de amido

Para a determinacdo do teor de amido, quatro repeticdes de 2g de
sementes frescas foram maceradas e, ap6s lavagem em etanol, as amostras foram
centrifugadas para a obtengdo de extrato alcoodlico. Com o residuo da
centrifugagdo, realizou-se a hidrolise acida para a determinagdo do teor de amido

segundo o método descrito por McCready et al. (1950).

4.2.7 Determinacio da fracio de acucares redutores e nao redutores

Os agucares redutores e ndo redutores foram extraidos pelo método de
Lane-Enyon (AOAC, 1990) e determinados pela técnica de Somogy, adaptada
por Nelson (1944). Para a verifica¢do da quantidade de agucares redutores foram
pesados 5g de amostra, aos quais adicionaram-se S0mL de etanol 70%, seguido
de neutraliza¢do com acido acético glacial e, finalmente, foi completado volume
para 100mL. Em seguida, foi feita leitura de absorbancia em espectrofotdmetro a
510 nm. Para a determinacdo dos agucares totais, foi realizada a hidrolise acida
da sacarose, acidificando o filtrado anterior com 0,5mL de acido cloridrico
concentrado. Em seguida, as amostras foram levadas para banho-maria fervente
por 15 minutos e, posteriormente, neutralizadas em solugdo saturada de

carbonato de sddio. Seguiu-se a desproteinizagdo do extrato com agua destilada,
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solugdo de hidréxido de bario 0,3 N e solugdo de sulfato de zinco 5%. Os tubos
foram agitados em vortex e seu conteudo, filtrado. A leitura de absorbancia feita
a 510 nm. A determina¢do dos agucares ndo redutores foi realizada pela
diferenca entre valor apresentado para aglcares totais e aglcares redutores,

convertida para o valor real multiplicado pelo fator 0,95.

4.3 Teste de raios-X

O teste de raios-X foi efetuado em equipamento Faxitron HP, modelo
43855AX, com utilizagdo do filme radiografico Kodak Min-R 2000, tamanho
18x24 cm. A revelagdo foi efetuada através de uma processadora de revelagdo
de raios-X marca Kodak, modelo M35X OMAT. Foram testadas duas
intensidades de radiacdo (25 e 30 KVp) em trés tempos de exposi¢do (20, 25, 30
segundos) para definir a condi¢do ou resolugdo que permitisse uma visualizagdo
mais nitida das estruturas internas das sementes. Definidos o tempo e a
intensidade, foram analisadas 300 sementes dispostas em folhas plasticas
transparentes (tipo folha de transparéncia para retroprojetor). De acordo com a
morfologia interna observada, as sementes foram divididas em duas categorias:
sementes cheias e sementes vazias.

Posteriormente, as sementes de cada categoria foram submetidas ao teste
de germinacdo, sem passar por nenhum processo de desinfec¢do de suas
superficies. A semeadura foi realizada em papel umedecido, com 2,5 vezes seu
peso em agua. Foram utilizadas caixas plasticas tipo Gerbox, acondicionadas em
camaras de germinacdo (BOD) reguladas a 30°C sob fotoperiodo de 12 horas de
luz branca, durante quinze dias. Utilizaram-se quatro repetigdes com 25
sementes cada. O critério para considerar a semente como germinada foi a

ocorréncia de protrusdo radicular.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicio centesimal das sementes de Ocimum gratissimum L.

A composi¢do quimica das sementes de Ocimum gratissimum L.
analisadas encontra-se na Tabela 1. Observa-se que as sementes maduras de O.
gratissimum na ocasido da colheita contém um baixo conteido de agua

(aproximadamente 8,2%).

TABELA 1. Valores médios em base seca dos constituintes das sementes de O.
gratissimum. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Constituintes Base seca
Peso de mil sementes 0,51¢g
Massa seca 91,72%
Umidade 8,28%
Proteina 10,55%
Amido 6,94%
Acucares Soluveis Totais 0,42%
Agucares redutores 0,05%
Actcares nao redutores 0,35%
Residuo Mineral Fixo 5,26%
Fibras Brutas 26,08%
Extrato etéreo 10,11%

O baixo teor de agua pode estar associado a predomindncia de
substancias pouco higroscopicas nas sementes, como amido e lipideos,
principalmente em relagdo as proteinas, que sdo substancias hidrofilicas. A
higroscopicidade ¢ referida a capacidade de retencdo de agua, caracteristica de
cada substincia; sendo assim, a composicdo quimica afeta a capacidade de

captacdo e liberagdo de dgua pelas sementes (Marcos Filho, 2005).
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Pelos resultados encontrados, existem quantidades equivalentes das
fontes de reserva: 6,9% de amido, 10,5% de proteina bruta ¢ 10,1% lipidios
(extrato etéreo). Este fato dificulta a classificacdo das sementes como amilaceas,
protéicas ou oleaginosas. A maior concentracdo de proteinas, em comparacao
com as outras substincias de reserva, indica que possivelmente as sementes
apresentam um potencial matricial que favorece uma rapida embebicdo. No
entanto, o maior teor de proteinas pode contribuir para a reducdo do potencial de
armazenamento (Marcos Filho, 2005), uma vez que a elevada afinidade dessa
substancia com a agua favorece a hidratacdo das sementes e, a0 mesmo tempo, a
ocorréncia processos degradativos.

Os agucares soluveis totais corresponderam a 0,418% e podem constituir
os substratos iniciais para a respiragdo durante a embebicdo, fase inicial da
germinacdo. A auséncia de aproximadamente 24% de matéria seca ndo
verificada pelas analises realizadas se devem, possivelmente, a presenca de

polissacarideos de parede ndo extraidos pelos solventes.

5.2 Teste de raios-X

O tempo de exposi¢do das sementes a radiagdo de 25 segundos e a
intensidade de 30 KV possibilitaram a diferenciagdo mais nitida entre as
imagens radiograficas de sementes cheias e vazias de O. gratissimum (Figura 1).
A decisdo sobre a regulagem do aparelho de raios-X depende da espessura, da
densidade, da composicdo da semente e também do aparelho utilizado (ISTA,

1996).
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FIGURA 1. Radiografia de sementes de O. gratizsimum.
Legenda: A - semente cheia, B - semente
vazia.

Observou-se maior porcentagem de sementes da categoria vazia (52%)

e que nenhuma das sementes dessa categoria germinou (Tabela 2).

TABELA 2. Valores em porcentagens de sementes de O. gratissimum cheias
¢ vazias observadas pelo teste de raios-x e sua germinabilidade.

UFLA, Lavras, MG, 2006.

% do total das sementes

Categorias % germinacio

analisadas
Sementes cheias 48,00 89,58
Sementes vazias 52,00 0,00

Esse resultado pode estar condicionado ao fendmeno da auto-

incompatibilidade, em que o polen de uma planta & incapaz de fertilizar as flores
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da mesma planta e diferentes plantas podem ou nao ser compativeis entre si
(Bruckner, 2002). A auto-incompatibilidade ¢ um mecanismo que induz a
alogamia e que mantém um alto grau de heterozigose (Duvick, 1967). De acordo
com Sobti & Pushpangadan (1982), a espécie O. gratissimum ¢ aldgama ¢ esta
caracteristica possibilita a manutengdo ou o aumento do vigor hibrido das
espécies pela ocorréncia de novas combinacdes de genes codificadores de
caracteres de interesse agrondmico (Parteniani, 1974), como, por exemplo, a
producdo de Oleos essenciais que, por serem amplamente utilizados pelas
induastrias farmacéuticas, tém alto valor no mercado nacional e internacional
(Nation et al., 1992).

Do total de sementes radiografadas, 48% sdo da categoria cheia. Quando
submetidas ao teste de germinacdo, 89,58% das sementes dessa categoria
germinaram e as que ndo germinaram, possivelmente se encontravam dormentes
ou com algum tipo de dano ndo evidente nas imagens radiograficas. Carvalho &
Oliveira (2006) afirmam que o teste de raios-X traz informagdes que podem
auxiliar na avaliagdo da viabilidade e qualidade de sementes, podendo, ainda, ser
usado como um método complementar para o teste de germinacgao.

A informacdo de que sementes cheias apresentam alta porcentagem de
germinacdo ¢ de fundamental importdncia para a tecnologia de sementes,
indicando a possibilidade de estudos futuros a fim de determinar metodologias

eficazes de beneficiamento das sementes de O. gratissimum.

6 CONCLUSOES

Com base nos resultados de andlises da composi¢do quimica das

sementes de O. gratissimum obtidos, ¢ possivel afirmar que existe uma
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equivaléncia nas classes de reservas, havendo discreta predominéncia de
proteinas.

O teste de raios-X ¢ um método eficiente e ndo destrutivo numa
avaliagdo complementar de qualidade das sementes de O. gratissimum, pois
permite a nitida visualizagdo de sementes cheias e vazias, podendo ser util na
complementacdo do teste de germinagao.

O teste de raios-X em sementes de Ocimum gratissimum L. indica a
possibilidade de estudos futuros a fim de determinar metodologias eficazes para

beneficiamento das sementes.
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CAPITULO 111

ARMAZENAMENTO DE SEMENTES DE Ocimum gratissimum L. EM
DIFERENTES EMBALAGENS E AMBIENTES.
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1 RESUMO

MARTINS, Joeferson Reis. Armazenamento de sementes de Ocimum
gratissimum L. em diferentes embalagens e ambientes. In: . Aspectos da
germinaciio de sementes e influéncia da luz no desenvolvimento, anatomia e
composi¢io quimica do oleo essencial em Ocimum gratissimum L.
Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG

A espécie Ocimum gratissimum L. é um subarbusto aromatico, pertencente a
familia Lamiaceae, considerado como importante produtor de 6leo essencial,
largamente utilizado na medicina popular. Devido a escassez de informagdes
sobre a conservagdo das sementes de O. gratissimum, no presente estudo
objetivou-se avaliar trés tipos de embalagens: sacos de papel (permeavel), sacos
de papel aluminizado (semipermedvel) e frascos de vidro (impermeavel), no
armazenamento de sementes de O. gratissimum em ambientes de balcdo de
laboratorio, geladeira e cAmara fria, durante o periodo de 12 meses. Os testes de
germinagdo foram realizados ao 6°, 8° 10° e 12° més, quando se avaliaram a
germinabilidade, indice de velocidade de germinacdo e porcentagem de
plantulas normais. Os resultados evidenciaram que, independentemente do tipo
de embalagem, as sementes de O. gratissimum podem ser armazenadas durante
doze meses, tanto em geladeira ou cAmara fria quanto em ambiente de balcdo de
laboratorio (condigdes climaticas de Lavras, MG), sem perda da qualidade
fisiolégica, uma vez que houve manuten¢do da germinabilidade e porcentagem
de plantulas normais. Além disso, as sementes armazenadas apresentaram
maiores valores de IVG quando comparadas com as recém-colhidas.

" Comité Orientador: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Orientador), Dr.
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.

58



2 ABSTRACT

MARTINS, Joeferson Reis. Storage of seeds of Ocimum gratissimum 1. in
different packages and ambientes. In: . Aspects of seeds germination
and influence of light on the development, leaf anatomy and chemical
composition of essential oil in Ocimum gratissimum L. Dissertation (Master in
Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG .

The species Ocimum gratissimum L., is an aromatic subarbusto, belonging to the
family Lamiaceae, considered as an important producer of essential oil, widely
used in folk medicine. Owing to the lack of information about the conservation
of seeds of O. gratissimum, in the present study it was aimed to evaluate three
sorts of packages: paper bags (permeable), aluminized paper bags
(semipermeable) and glass flasks (impermeable), in the storage of seeds of ¢ O.
gratissimum in settings of laboratory bench, refrigerator and cold chamber over
the 12 month period. The germination tests were performed in the 6", 8", 10™
and 12" month, when germinability, germination velocity and percentage of
normal seedlings were evaluated. The results stressed that, regardless of the
sort of package, the O. gratissimum seeds can be stored for twelve months, both
in refrigerator or cold chamber and in laboratory bench setting (climatic
conditions of Lavras, MQG), without any loss of physiological quality, since
there was maintenance of germinability and percentage of normal seedlings. In
addition, the stored seedlings showed increased values of IVG, as compared
with the newly-collected ones.

" Guidance Committee: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Adviser), Dr.
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.
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3 INTRODUCAO

O gendtipo das sementes determina, de forma variavel entre as espécies,
sua longevidade; no entanto, o periodo de conservacdo do potencial fisiologico
depende, em grande parte, das condigdes do ambiente de armazenamento a que
sdo submetidas (Marcos Filho, 2005).

Em geral, condigdes de baixa temperatura ¢ umidade s3o as mais
recomendadas para armazenar sementes (Vertucci & Roos, 1993), pois esses
fatores influenciam as atividades respiratdrias tanto das proprias sementes como
dos microrganismos presentes, além da atividade e reprodugdo de insetos
infestantes. De acordo com Delouche & Potts (1974), altas temperaturas
aceleram os processos de deterioragdo dos sistemas bioldgicos em que ocorre
respiracdo intensa que consome seu material de reserva, de maneira que, sob
essas condigdes, as sementes perdem o vigor e a capacidade de germinar.

Ferreira & Borguetti (2004) afirmam que a deterioracdo das sementes
envolve uma série de alteragdes fisioldgicas, bioquimicas e fisicas que sdo
progressivas e determinadas por fatores bidticos e abiodticos. Portanto,
procedimentos adequados de colheita, secagem, beneficiamento e
armazenamento sdo fundamentais para a conservagdo do potencial fisioldgico
das sementes.

Além do controle do ambiente de armazenamento (temperatura e
umidade relativa do ar), o uso da embalagem adequada pode aumentar a
longevidade das sementes armazenadas artificialmente (Carneiro & Aguiar,
1993).

Quanto a permeabilidade ao vapor d’agua, as embalagens podem ser
classificadas em permedveis, semipermeaveis e impermeaveis. De acordo com

Ferreira & Borghetti (2004), as embalagens permeaveis mais utilizadas
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comercialmente sdo confeccionadas de papel, algoddo e polipropileno trangado.

Os materiais mais utilizados na producdo de embalagens
semipermeaveis sdo polietileno de baixa espessura e combinagdes de laminas de
papel e outro material (papel aluminizado e plastificado). As embalagens
impermeaveis disponiveis comercialmente sdo geralmente constituidas de sacos
de polietileno espesso, de média e alta densidade, embalagens metalicas de
aluminio e recipientes de vidro.

A escolha de uma embalagem depende das caracteristicas da espécie, do
grau de umidade, das condi¢des e do periodo de armazenamento (Marcos Filho,
2005). Deve-se considerar, ainda, a modalidade de comercializa¢do, a
disponibilidade e as caracteristicas mecanicas das embalagens.

Viérios trabalhos mostram a eficdcia de determinados ambientes e
embalagens no armazenamento de sementes. Segundo Andrade & Ferreira
(2000), sementes de uvaia (Eugenia pyriformis Camb.) armazenadas em cdmara
fria apresentaram porcentagem de emergéncia acima de 50% no periodo de 60
dias. Em condi¢des de camara seca, a umidade das sementes foi reduzida a
niveis inferiores a 20% aos 30 dias de armazenamento, conduzindo a uma perda
total da germinacdo aos 45 dias, quando o conteudo de umidade atingiu valores
em torno de 14%.

Em trabalho realizado por Torres et al. (2002), sementes de maxixe
armazenadas durante doze meses, tanto em ambiente de camara fria (10°C e 40-
45% UR) quanto em ambiente de balcdo de laboratorio, preservaram sua
qualidade fisiologica em diferentes tipos de embalagens, saco de papel
(permeavel), saco plastico (semipermeavel) ou caixa plastica de média
densidade (impermeavel). Alves & Lin (2003) concluiram que o melhor tipo de
embalagem para armazenar sementes de Phaseolus vulgaris L. em ambiente de
balcdo de laboratorio foi o saco de polietileno (semipermeavel), uma vez que

proporcionou as maiores porcentagens de vigor e germinagao.
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Quanto ao armazenamento de sementes de espécies medicinais, de um
modo geral, poucos trabalhos tém envolvido comparagdes entre diferentes tipos
de embalagens e ambientes de armazenamento.

Entre as diversas espécies com propriedades terapéuticas destaca-se
Ocimum gratissimum L., um subarbusto lenhoso, ereto, com até 1,0 m de altura,
originario da Asia e Africa e subespontineo em todo territorio brasileiro, sendo
popularmente conhecido como alfavacdo, alfavaca e alfavaca-cravo. Nas
praticas usuais da medicina caseira, as folhas de O. gratissimum sdo usadas na
preparagdo de banhos antigripais, no tratamento de casos de nervosismo e
paralisia (Lorenzi & Matos, 2000). Segundo Matos (1998), o fato de a alfavaca
possuir o 6leo essencial rico em eugenol lhe confere agdo antisséptica local
contra alguns fungos e bactérias.

Apesar de possuir caracteristicas de interesse farmacoldgico, as
informagdes a respeito dos métodos de conservacdo das sementes de O.
gratissimum ainda sdo escassas. Nesse sentido, no presente estudo objetivou
avaliar trés tipos de embalagens, sacos de papel (permeavel), sacos de papel
aluminizado (semipermeavel) e frascos de vidro (impermeavel), no
armazenamento de sementes de O. gratissimum em geladeira, cdmara fria e

ambiente natural de laboratorio, por 12 meses.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Instalacio e conducio do experimento
O experimento foi realizado no Laboratorio de Crescimento e
Desenvolvimento de Plantas, no Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de

Biologia e no Laboratério de Analise de Sementes do Departamento de
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Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no més de maio de
2005. Neste experimento, utilizaram-se sementes de Ocimum gratissimum
coletadas no més de maio de 2005, a partir de plantas adultas localizadas nas
proximidades do campus da UFLA. As plantas de O. gratissimum foram
identificadas taxonomicamente e as exsicatas foram depositadas no Herbario
ESAL, do Departamento de Biologia da UFLA, sob o nimero de registro
20.0037.

Uma amostra de aproximadamente 50 gramas de sementes foi coletada,
beneficiada por meio de um soprador pneumatico, homogeneizada e dividida
para a obtengdo das subamostras destinadas aos estudos de determinacdo do
contetido de umidade e armazenamento. O conteudo de umidade foi
determinado pelo método da estufa a 105+£2°C, por 24 horas, conforme as
Regras para Analise de Sementes - RAS (Brasil, 1992), com cinco subamostras
de dois gramas, sendo os resultados expressos em porcentagem de umidade.

Para a instalacdo do experimento de armazenamento, as sementes foram
tratadas com Captan 2% (Brasil, 1992), com o objetivo de evitar o aparecimento
de fungos. Neste experimento, utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repetigdes, em esquema fatorial 4 x 3 x 3, consistindo
de quatro periodos de avaliagdes (6, 8, 10 e 12 meses), trés tipos de embalagens
(saco de papel kraft, saco de papel aluminizado, frasco de vidro transparente) e
trés locais de armazenamento (ambiente de balcdo de laboratério, camara fria
com 8°C e 45% de umidade relativa (UR) e geladeira a 10°C e 50% UR). As
condi¢des de temperatura ¢ umidade relativa do ar no ambiente de laboratdrio
variaram conforme as mudancas climaticas da cidade de Lavras na época de
realizagdo do experimento. Os dados de temperatura (maxima, minima e média)
e UR da cidade de Lavras, MG (Figura 1) foram coletados pela Estacdo
Climatologica Principal de Lavras, situada a aproximadamente 300m da area

experimental, no periodo de maio de 2005 a maio 2006. Nos outros dois locais
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de armazenamento, os dados de temperatura foram obtidos com termdmetro de
maxima/ minima e a umidade, verificada com psicrémetro.

O efeito do armazenamento sobre as sementes foi verificado por teste de
germinagdo, que foi conduzido em camara de germinagdo sob temperatura
alternada 20-30°C e fotoperiodo de 12 horas, sendo as sementes distribuidas
sobre papel mataborrdo com quatro repetigdes de 100 sementes por tratamento.
As contagens de germinagdo foram realizadas diariamente a partir da protrusdo
radicular, por um periodo de 14 dias. Para o calculo do indice de velocidade de
germinacdo (IVG) foi empregada a equagdo proposta por Maguire (1962). Foi
contabilizado o nimero de plantulas normais conforme prescricdes das RAS
(Brasil, 1992). Os critérios utilizados para verificagdo de plantulas normais
foram observagdes de caracteristicas arquitetonicas e anatomicas definidas, tais
como radicula com pélos absorventes e sem curvaturas, cauliculo ereto e

cotilédones abertos e verdes.

100 35
Maxima
----- Minima
——— Madia - 30
“] [] /\/\\.-—-——" —
= 4 125
< - T4 3
= 0 4 T~ —— -~ =
E 6 | L+ "N ||F20 @
© pt S5 Sy I O O IO N &
] ) T
T 40| 15 s
2 k2
5 - 10
20 4
5

ol L LI LT LT [1 I1 LT 1T I1 11 1T 11 1
b b P B (P D P o .
DR3P 0P 9 1 et K o™

Meses

FIGURA 1. Dados de temperaturas maxima, minima e média (°C) e umidade
relativa do ar (%) registrados durante o periodo de maio de 2005
a maio de 2006. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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4.2 Analise estatistica

Os dados de contagem foram transformados em arcsen (X/100)*° e
submetidos a analise estatistica. Este experimento consistiu de um fatorial (4 x 3
x 3). A testemunha, sementes recém-colhidas e, portanto, ndo armazenadas, nao
foi contemplada no arranjo fatorial. Para os tratamentos representados pelas
combinagdes de fatores utilizou-se o teste Scott-Knott como teste de comparagao

multipla, considerando um nivel de significancia de 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O contetido de umidade das sementes de O. gratissimum recém-colhidas
correspondeu a 8,28%. Os resultados do teor de 4gua das sementes durante o

periodo de armazenamento estdo dispostos na Tabela 1.

TABELA 1. Teor de agua (%) das sementes de O. gratissimum armazenadas
em diferentes embalagens e condigdes ambientais.

Tempo de armazenamento
6 meses 8 meses 10 meses 12 meses

Ambiente Embalagem

Balcao Vidro 8,33 8,28 8,28 8,49
Balcao P. Alum. 8,28 8,46 8,28 8,53
Balcdo Papel 8,10 8,21 8,38 8,21
Geladeira  Vidro 8,23 8,28 8,28 8,05
Geladeira  P. Alum. 8,11 8,28 8,06 8,10
Geladeira  Papel 7,95 8,00 8,20 8,00
Cam. Fria  Vidro 8,31 8,32 8,31 8,34
Cam. Fria  P. Alum. 8,43 8,00 8,49 8,41
Cam. Fria  Papel 8,32 8,05 8,54 8,52

* Legenda: Vidro - frasco de vidro, P. Alum. — saco de papel aluminizado,
Papel — saco de papel, Cam. Fria — cadmara fria.
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Apesar de ndo terem sido analisadas estatisticamente, verificam-se, de
modo geral, pequenas oscilagdes em fung@o dos ganhos e perdas de umidade nas
sementes. Estes resultados indicam que as sementes de O. gratissimum
apresentaram pouca capacidade higroscépica, independentemente do tipo de
embalagem e ambiente utilizados. Provavelmente, os constituintes de reserva
das sementes sejam, em sua maioria, poucos higroscépicos (amido e/ou
lipidios). No ambiente de geladeira (10°C e 50% UR), observou-se um pequeno
decréscimo no conteido de umidade das sementes quando comparado aos
valores inicial ¢ demais tratamentos. Nesse ambiente de armazenamento, a
variagdo do teor de dgua das sementes nas embalagens para cada época estudada
foi sempre inferior a 0,5%, a qual ¢ aceitavel inclusive entre as repeti¢des da
mesma amostra, conforme prescrevem as RAS (Brasil, 1992).

Para o periodo de 12 meses de armazenamento, as condi¢des de
temperatura ¢ umidade relativa do ar de todos os ambientes mostraram-se
efetivas na conservacdo das sementes, propiciando a manutenc¢do do teor de
umidade das sementes ao redor de 8%, considerado por Wang (1978) como
adequado para o armazenamento da maioria das sementes. Apesar de as
embalagens utilizadas apresentarem diferentes caracteristicas com relacdo as
trocas de vapor d 'dgua, elas comportaram-se de maneira semelhantes, pois todas
as condigdes de armazenamento possibilitaram que o equilibrio higroscopico das
sementes fosse mantido em torno de 8%. O baixo teor de umidade inicial
(8,40%), segundo Toledo & Marcos Filho (1977), é um importante fator para a
conservacao das sementes, o que também contribuiu para que a viabilidade das
sementes fosse mantida (Tabela 2).

As sementes de O. gratissimum recém-colhidas apresentaram uma
germinabilidade de 52,5%. Através da Tabela 2 observa-se que, de forma geral,

todos os ambientes e embalagens utilizados no experimento preservaram o

66



potencial de germinabilidade durante os doze meses em que as sementes

permaneceram armazenadas.

TABELA 2. Germinabilidade (%) de sementes de O. gratissimum armazenadas
sob diferentes condi¢cdes ambientais (balcdo de laboratorio,
geladeira e camara fria) e embalagens (frasco de vidro, saco papel
aluminizado e saco de papel).

Tempo de armazenamento
Ambiente Embalagem

6 meses 8 meses 10 meses 12 meses
Balcdo Vidro 56,00 aAe 56,75 aA¢ 48,00 bAe 50,25 bBe
Balcao P. Alum. 51,75 aA" 49,00 aA™ 48,00 aA™ 50,00 aB™
Balcao Papel 53,50 aA° 52,00 aA° 54,50 aA° 59,00 aA°
Geladeira  Vidro 49,75 bA¢ 56,50aA¢ 48,00 bAe 54,00 aAe
Geladeira  P. Alum. 48,50 aA~ 52,00aA~  43,75bB™~ 53,75 aA”
Geladeira ~ Papel 53,00 aA° 54,00aA°  54,25aA° 53,00 aA°
Cam. Fria  Vidro 51,50 aAe 53,25 aAe 44,75 aAe 49,00 aA+¢
Cam. Fria  P. Alum. 43,50 bB~ 50,25bA~ 56,75aB~ 56,25 aA”
Cam. Fria  Papel 53,75bA° 51,50 bA°  51,25bB° 60,00 aA°

*Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significincia. Letras mintsculas comparam os
tempos (linha) ¢ as letras maiusculas comparam embalagens (coluna), em cada ambiente.
Os simbolos comparam ambientes (coluna) para cada tipo de embalagem. Legenda:
Vidro - frasco de vidro, P. Alum. — saco de papel aluminizado, Papel — saco de papel,
Cam. Fria — camara fria.

Verifica-se que as sementes de O. gratissimum apresentam
germinabilidade de aproximadamente 60%, mesmo apds armazenamento.
Resultado semelhante ja fora descrito por Fiallo et al. (1996). De acordo com
esses autores, a germinabilidade das sementes de O. gratissimum nédo excedeu a
62%, mesmo quando as sementes armazenadas foram tratadas com dacido

giberélico.
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Apesar de ndo haver diferencas estatisticas, as sementes armazenadas
em saco de papel nos ambientes balcdo de laboratério e camara fria, bem como
as sementes armazenadas em saco de papel aluminizado na camara fria,
apresentaram tendéncia de acréscimo na porcentagem final de germinagdo
observada no 12° més em relagdo a testemunha e aos outros tratamentos.
Resultado semelhante foi relatado por Zanon (1993) trabalhando com grevilea
(Grevillea robusta Cunn.), que apresenta dorméncia pos-colheita, que pode ser
superada pelo armazenamento por um periodo de 60-90 dias; nesse trabalho os
autores relatam que a melhor condicao de estocagem foi em sacos de papel e em
camara seca a 15°C e 40%de UR. O fato de os melhores valores de
germinabilidade ocorrerem em sementes armazenadas em embalagens
permeavel e semipermedvel parece denotar que as trocas gasosas entre o
ambiente e semente favorecem uma provavel superagao de dorméncia.

Quanto ao indice de velocidade de germinagdo, as sementes recém-
colhidas apresentaram um valor de 14,69. A Tabela 3 contém os resultados ¢ a
analise estatistica do pardmetro IVG durante o periodo de armazenamento. De
modo geral, as sementes submetidas ao armazenamento germinaram mais
rapidamente que as sementes recém-colhidas. Possivelmente, com o decorrer do
tempo de armazenamento o tegumento das sementes se torna mais permeavel a
agua, o que proporciona uma embebi¢do mais rapida e, consequentemente,
maior velocidade de germinacdo. Este aumento na velocidade de germinagdo
com o armazenamento constitui uma defesa da espécie para perpetuar-se no
tempo e espago (Fiallo et al., 1996).

No decorrer do tempo de armazenamento, o aumento da velocidade de
germinacdo foi maior para as sementes armazenadas nos ambientes geladeira e
camara fria, independentemente do tipo de embalagem. Estes resultados
mostram que as baixas temperaturas proporcionadas nesses ambientes

favoreceram o aumento do IVG. Sementes armazenadas em camara fria,
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respectivamente em embalagens de papel e de papel aluminizado, permeavel e
semipermeavel por 12 meses, proporcionaram condigdes para que a germinagao

ocorresse com os maiores valores de IVG.

TABELA 3. Indice de velocidade de germinagio (IVG) de sementes de O.
gratissimum armazenadas sob diferentes condigdes ambientais
(balcao de laboratério, geladeira e camara fria) e embalagens
(frasco de vidro, saco de papel aluminizado e saco de papel).

Tempo de armazenamento
Ambiente = Embalagem

6 meses 8 meses 10 meses 12 meses
Balcio Vidro 17,30 aA¢ 17,62 aAe 15,65 aAe¢ 16,36 aA+¢
Balcdo P. Alum 15,50 aA~ 13,58 aB~ 15,88 aA~ 15,82 aA~
Balcao Papel 16,24 aA° 16,15 aA° 17,35 aA® 18,18 aA°
Geladeira ~ Vidro 15,50 cA¢ 18,68 bAe 17,60 bAee 2314 aAee
Geladeira ~ P. Alum 15,50 cA™ 18,68bA™~ 17,77 bA~ 24,31 aA™~
Geladeira ~ Papel 16,45 cA° 20,45 bA°° 20,02 bA°° 23,59 aA°°
Cam. Fria  Vidro 15,36 cA¢ 18,13 bAe 21,54 aBee¢ 21,50 aBee
Cam. Fria  P.Alum 13,54 cA~ 17,98 bA™~ 27,38 aA™~ 2528 aA™"
Cam. Fria  Papel 16,49 bA° 16,91 bA° 24,56 aA°°° 2527 aA°°

*Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Letras mintsculas comparam os
tempos (linha). Letras Maiusculas comparam embalagens entre si (coluna), em cada
ambiente. Simbolos comparam ambientes (coluna) para cada tipo de embalagem.
Legenda: Vidro - frasco de vidro, P. Alum. — saco de papel aluminizado, Papel — saco de
papel, Cam. Fria — cAmara fria.

As sementes armazenadas em balcdo de laboratério ndo sofreram
alteragdes significativas quanto ao IVG no periodo correspondente entre o 6° € o
12° més. De acordo com Nakagawa (1999), a maior velocidade de germinagdo
permite inferir que o lote de sementes ou amostra seja mais vigoroso.

Os dados de plantulas normais estdo dispostos na Tabela 4 e Figura 4.

As sementes recém-colhidas apresentaram uma porcentagem de plantulas
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normais correspondente a 47. Os resultados abaixo se assemelharam bastante

aos dados de germinabilidade.

TABELA 4. Plantulas normais (%) de sementes de O. gratissimum armazenadas
sob diferentes condigdes ambientais (balcdo de laboratorio,
geladeira e cAmara fria) e embalagens (frasco de vidro, saco papel
aluminizado e saco de papel).

. Tempo de armazenamento
Ambiente Embalagem

6 meses 8 meses 10 meses 12 meses
Balcdo Vidro 54,25 aA¢ 53,50 aA¢ 47,00 bAe 49,00 bBe
Balcdo P. Alum 48,25 aA™" 46,25 aA” 46,75 aA~ 49,50 aB™
Balcdo Papel 51,75 aA° 51,00 aA°® 53,25aA° 58,50 aA°
Geladeira Vidro 48,00 bAe 54,75aAe  46,75bAe 53,25 aAe
Geladeira P. Alum 47,00aA™~ 51,25 aA™ 40,00 bB~ 52,50 aA”
Geladeira Papel 51,00 aA°® 53,50 aA° 53,50 aA° 52,25 aA°
Cam. Fria  Vidro 47,775 aA¢  51,75aAe  4425aBe  4825aBe
Cam. Fria ~ P. Alum 40,25 bB™ 48,50 aA~  56,50aA™" 54,50 aA”
Cam. Fria  Papel 52,50 bA° 50,50 bA° 50,75 bA° 59,25 aA°

*Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Letras mintsculas comparam os
tempos (linha). Letras Maiusculas comparam embalagens entre si (coluna), em cada
ambiente. Simbolos comparam ambientes (coluna) para cada tipo de embalagem.
Legenda: Vidro - frasco de vidro, P. Alum. — saco de papel aluminizado, Papel — saco de
papel, Cam. Fria — cAmara fria.

E interessante notar que quase a totalidade das sementes germinadas
formou plantulas normais, com arquitetura definida. Isto informa que as
sementes de O. gratissimum, de forma geral, mantém a qualidade fisiologica por
12 meses. A maior quantidade de plantulas normais nas condigdes de
armazenamento ambiente de balcdo em saco de papel e ambiente cAmara fria em
saco de papel e saco de papel aluminizado permite inferir que, sob essas

condi¢des, as sementes tendem a apresentar melhor vigor.
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6 CONCLUSOES

Nas condigdes em que foi realizado este trabalho, pode-se concluir que
as sementes de O. gratissimum L. podem ser armazenadas durante doze meses,
tanto em ambiente de balcdo de laboratorio como geladeira ou camara fria,
utilizando as embalagens saco de papel, saco de papel aluminizado ou frasco de
vidro, sem perda da qualidade fisiologica.

A embalagem saco de papel nos ambientes balcdo de laboratério e
geladeira, bem como a embalagem saco de papel aluminizado em camara fria,
proporcionaram melhores valores de germinabilidade, IVG e plantulas normais,
sendo, portanto, as melhores condigdes de armazenamento por de 12 meses para

sementes de O. gratissimum L.
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CAPITULO IV

INFLUENCIA DA LUZ, TEMPERATURA E GIBERELINA NA
GERMINACAO DE SEMENTES DE Ocimum. gratissimum L.

74



1 RESUMO

MARTINS, Joeferson Reis. Influéncia da luz, temperatura e giberelina na
germinacdo de sementes de Ocimum gratissimum L. In: . Aspectos da
germinaciio de sementes e influéncia da luz no desenvolvimento, anatomia e
composi¢io quimica do oleo essencial em Ocimum gratissimum L.
Dissertacao (Mestrado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG".

Estudos sobre a biologia reprodutiva de Ocimum gratissimum sio escassos no
Brasil. Neste trabalho objetivou-se analisar a influéncia da luz (fotoperiodo de
12 horas e escuro continuo), temperaturas de incubacdo ( 20, 25, 30, 15-25 ¢ 20-
30°C) e algumas concentra¢des de giberelina (GA3) (0, 25, 50, 100, 200 mg.L™")
na germinagdo de sementes de O. gratissimum. As sementes se mostraram
fotoblasticas positivas preferenciais, ndo germinaram na condi¢do de escuro
continuo em temperaturas continuas; sob temperaturas alternadas, a germinagéo
foi de aproximadamente 10%. Sob a condi¢do luz, os melhores valores de
germinabilidade, IVG, tempo médio e plantulas normais ocorreram a 30°C e 20-
30°C. A germinabilidade n3o excedeu a 55%. O regulador de crescimento GA;
reverteu a necessidade de luz para que a germinabilidade alcangasse 55% no
escuro; no entanto, sob a luz o0 GA; ndo maximizou a germinagdo das sementes
e nem alterou a sua cinética. Portanto, infere-se que, para alcancar maior
germinabilidade e uniformidade da cultura dessa espécie, a melhor época de
semeadura das sementes seja no verdo, quando as temperaturas estdo proximas a
30°C.

" Comité Orientador: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Orientador), Dr.
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.
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ABSTRACT

MARTINS, Joeferson Reis. Influence of light, temperature and gibberellin on
the germination of Ocimum gratissimum L seeds. In: . Aspects of seeds
germination and influence of light on the development, leaf anatomy and
chemical composition of essential oil in Ocimum gratissimum L. Dissertation
(Master in Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brazil."

Studies on the reproductive physiology of Ocimum gratissimum are scarce in
Brazil. In this work, it was intended to investigate the influence of light (12-hour
photoperiod and continuous dark), incubation temperatures ( 20, 25, 30, 15-25
and 20-30°C) and some concentrations of gibberellin (GAs;) (0, 25, 50, 100, 200
mg.L'") in the germination of O. gratissimum seeds. The seeds proved
preferential positive photoblastic, did not germinate under the condition of
continuous dark at continuous temperatures; under alternate temperatures,
germination was of about 10%. Under the condition light, the best values of
germination, IVG, average time and normal seedlings occurred at 30°C and 20-
30°C. Germinability did not exceed 55%. The growth regulator GA; reverted the
necessity for light for germinability to reach 55% in dark, however, under light,
GA; did not maximize the seeds’ germination and neither altered its kinetics.
Therefore, it is inferred that to reach higher germinability and uniformity of the
crop of this species, the best sowing season of the seeds is in the summer, when
temperatures are close to 30°C.

" Guidance Committee: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Adviser), Dr.
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Ocimum gratissimum L. é uma espécie medicinal, popularmente
conhecida como alfavaca-cravo por apresentar cheiro tipico semelhante ao
cravo da india (Eugenia caryophyllata Thumb.), e pertence a familia Lamiaceae
(Matos, 1998). A espécie é originaria da Asia e subespontanea em todo territorio
brasileiro (Cerri, 1995).

O cultivo de plantas medicinais no Brasil ainda ¢ muito incipiente
(Bacchi, 1996), o que evidencia a necessidade de estudos botanicos e
agrondmicos sobre a biologia reprodutiva, que ¢ de fundamental importincia
para o processo de produgdo de mudas.

A germinagdo ¢ considerada um dos mais importantes estadios do
biociclo vegetal, sendo caracterizada por processos de natureza complexa,
dependentes de fatores como temperatura, luz, agua, reguladores de crescimento
e composicdo de gases na atmosfera (Carvalho & Nakagawa, 1988; Mayer &
Poljakoff-Mayber, 1989; Popinigis, 1985). Dentre esses citados fatores que
afetam a germinacdo das sementes, merecem destaque a temperatura ¢ a luz
(Labouriau, 1983).

Bewley & Black (1994) afirmam que a temperatura regula a
germinacdo, especialmente por alterar a velocidade de absorcdo de agua, bem
como modificar a velocidade das reagdes quimicas que desencadeardo o
desdobramento e o transporte de reservas e a sintese de novas substancias
essenciais ao desenvolvimento inicial da plantula. Desta maneira, a temperatura
influi no processo de germinacao de trés maneiras: determinando a capacidade e
taxa de germinacdo, removendo a dorméncia primaria e/ou secundaria e

induzindo a dorméncia secundaria.
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Inimeros trabalhos tém demonstrado que a temperatura ¢ um dos
responsaveis ndo somente pela velocidade de germinagdo, como também pelo
percentual final de germinagao.

De acordo com Copeland & McDonald (1995), determinadas espécies
apresentam melhor comportamento germinativo quando submetidas a
alternancia de temperatura, que corresponde as flutuagdes naturais encontradas
no ambiente de clareira. Por outro lado, existem espécies cuja germinagdo de
sementes ¢ favorecida quando as mesmas sdo submetidas a temperatura
constante (Lima et al., 1997) e, ainda, aquelas que germinam indiferentemente
em temperaturas constantes ou alternadas.

Em estudos com Salvia splendens Sellow (Lamiaceae), Menezes et al.
(2004) observaram que temperaturas de 15, 20 e 25°C ndo afetaram a
porcentagem final de germinagdo; no entanto, a velocidade do processo
germinativo das sementes foi retardada a 15 °C.

Um outro fator de consideravel importancia na germinacao de sementes
¢ a participacdo de compostos quimicos de naturezas diversas, como o0s
fitoreguladores, que podem ter agdo estimuladora ou inibitoria.

Varios trabalhos tém demonstrado o papel das giberelinas na quebra de
dorméncia (Bianco et al., 1994; Grappin et al., 2000; Hilhorst & Karssen, 1988,
1992; Kamiya & Garcia-Martinez, 1999; Metzger, 1983; Toyomasu et al.,
1998), na mobilizagdo de reservas durante o processo germinativo e no posterior
estabelecimento da plantula (Shen et al., 2001; Skadsen, 1998; Walker-
Simmons, 2000). Alguns estudos indicam, ainda, que a temperatura interage
com hormonios vegetais de modo a alterar seus niveis endogenos e, por
conseguinte, influenciando na regula¢do do processo germinativo (Brown & Van
Staden, 1973; Paul et al., 1973; Webb & Wareing, 1972). Diante disto, alguns
reguladores de crescimento tém a propriedade de modificar as exigéncias de

temperatura e induzir a germinagdo em sementes de algumas espécies como
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Acer saccharum (Webb & Dumbroff, 1969), Acer pseudoplatanus (Pinfield &
Stobart, 1972) e Lactuca sativa (Reynolds & Thompson, 1973),
respectivamente. Diversos autores afirmam que as giberelinas estdo envolvidas
no controle da hidrdlise de reservas, como, por exemplo, na indugdo da sintese
de novo da a-amilase, enzima chave na hidrélise do amido, da qual depende o
eixo embriondrio para a retomada de seu crescimento. Segundo Levitt (1974), o
acido giberélico, considerado ativador enzimatico enddgeno, promove a
germinacgdo e sua aplicacdo exdgena influencia o metabolismo protéico, podendo
dobrar a taxa de sintese de proteinas das sementes (McDonald & Khan, 1983).
Apesar de Ocimum gratissimum L. ser uma espécie de ampla
distribui¢do geografica, pesquisas sobre a germinacdo de suas sementes sdo
escassas. Na tentativa de maximizar o processo de germinagdo, através da
ampliagdo do conhecimento bioldgico dessa espécie, objetivou-se, no presente
trabalho, avaliar o efeito de diferentes regimes térmicos e a influéncia de
diferentes concentracdes de giberelina (GA;) sobre o processo germinativo de
sementes de O. gratissimum L., em condig¢do de fotoperiodo de 12 horas com luz

branca e sob escuro continuo.

4 MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi conduzido no Laboratério de Crescimento e
Desenvolvimento de Plantas, no Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Sementes de O. gratissimum L. foram coletadas em maio de 2005, a
partir de plantas adultas localizadas proximo ao campus da UFLA, no municipio

de Lavras, na regido sul de Minas Gerais, a 918m de altitude, latitude 21°14’S e
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longitude 45°00°W GRW. Segundo a classificagdo de Koppen, o clima regional
¢ do tipo Cwa, mas apresenta caracteristicas de Cwb com duas estagdes bem
definidas, uma fria e seca, de abril a setembro, e outra quente ¢ Umida, de
outubro a margo. As plantas de O. gratissimum L. foram previamente
identificadas taxonomicamente, sendo que exsicatas foram depositadas no
Herbario ESAL, do Departamento de Biologia da UFLA, sob o numero de
registro 20.0037.

4.1 Procedimento experimental

Ap6s o beneficiamento, utilizando um soprador pneumatico, as sementes
foram previamente tratadas com Captan 2% para evitar o aparecimento de
fungos (Brasil, 1992).

Os testes de germinagdo foram instalados seguindo um delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 5 [duas
condicdes de luz (presenca e auséncia) e cinco temperaturas (20, 25, 30 °C e
alternadas de 15-25 e 20-30 °C)], com 4 repeticdes constituidas por 100
sementes por tratamento. Foram utilizadas caixas plasticas do tipo gerbox,
forradas com folha dupla de papel germtest e umedecidas com agua destilada na
quantidade correspondente a 2,5 vezes o peso do substrato. Em seguida, estas
caixas foram transferidas para cimaras de germinagdo (BOD) nas citadas
temperaturas e sob fotoperiodo de 12 horas e condi¢do de auséncia de luz. A
germinagdo foi avaliada a cada 24h durante um periodo de 28 dias, considerando
germinadas as sementes com 2 mm de radicula (Duran & Tortosa, 1985; Juntila,
1976). No caso dos tratamentos conduzidos na auséncia de luz, as caixas gerbox
foram envolvidas em sacos de plastico preto, sendo as avaliagdes de germinagéo
realizadas em ambiente sob luz verde de seguranga.

Para avaliar a acdo da giberelina (GAj) na germinacdo das sementes de

O. gratissimum L., foi conduzido um ensaio também em DIC com esquema
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fatorial 2 x 5, sendo duas condigdes de luz (fotoperiodo de 12 horas em luz
branca e escuro) e cinco solugdes de GA; nas concentragdes de 0, 25, 50,100 e
200 mg.L . As sementes foram pré-embebidas nas solugdes de GAj; por 24
horas, no escuro e sob condi¢des de cdmara de germinagdo em temperatura de
20-30°C. ApOs este pré-tratamento, seguiu-se a mesma metodologia do ensaio
anterior, cuja temperatura empregada foi a alternada de 20-30°C, que
proporcionou a melhor resposta das sementes quanto a germinagao.

Nestes experimentos avaliou-se a germinabilidade (%G), o indice de
velocidade de germinacdo (IVG), o tempo médio de germinacdo (TM) e o

percentual de plantulas normais, segundo as equagdes a seguir:

%G =(Yn;. N .100
Em que Y'n; é o numero total de sementes germinadas em relagdo ao numero de

sementes dispostas para germinar (N").

IVG = G]/Nl + Gz/Nz + ...Gn/Nn
Em que G € o nimero de sementes germinadas e N ¢ o numero de dias apos a
semeadura. Embora seja expresso sem unidades, esse indice relaciona o numero

de sementes germinadas por unidade de tempo.

™ = Zni. t; / Zni
Em que é n; ¢ o nimero de sementes germinadas dentro de um intervalo de

tempo t; . e t;.

Os critérios utilizados para verificar plantulas normais foram
observacdes de caracteres anatdmicos visualmente integros, como radicula sem
curvatura e com presenca de pélos absorventes em toda a sua extensao, cauliculo

ereto, cotilédones abertos ¢ verdes.

81



4.2 Analise estatistica

Para sua normalizagdo, os valores de porcentagem de germinagdo foram
transformados em arc.sen (x/100)° e submetidos a analise de variancia
(ANAVA), seguido de teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% (Sokal &
Rohlf, 1981).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito da temperatura e da luz na germinacio e formacgao de plantulas
de O. gratissimum L.

Os resultados do estudo referentes a influéncia da temperatura e da luz
na germinagio de sementes de O. gratissimum L. estdo dispostos na Tabela 1.

Presenca de luz, temperatura constante de 30°C e alternada de 20-30°C
proporcionaram os melhores resultados de velocidade de germinagdo (IVG) e
tempo médio.

Comportamentos ~ diferenciais foram observados nas sementes
submetidas a temperaturas constante de 20°C e alternada de 15-25°C, quando
foram observadas as maiores redugdes quanto a germinabilidade, velocidade de
germinagdo e plantulas normais e aumento no tempo médio de germinagdo.

A temperatura de 25°C proporcionou valores intermediarios dos
parametros avaliados. O fato de essa espécie apresentar maior germinabilidade
em temperaturas mais elevadas é coerente com as condi¢des climaticas
predominantes nas regides geograficas de onde ela é originaria. Segundo Paton
(1999), geograficamente, o género Ocimum ¢é bem representado nas regides
quentes de ambos os hemisférios, sendo a Africa, Asia e América do Sul os seus

principais centros de diversidade.

82



TABELA 1. Valores médios de Germinabilidade (%G), indice de Velocidade
de Germinagdo (IVG) e Tempo Médio (TM) de germinagdo de
sementes e percentual de Plantulas Normais de O. gratissimum

L., submetidas a diferentes condi¢cdes de luz e temperatura.
UFLA, Lavras, MG, 2006.

Temperaturas Plantulas
%G IVG ™
(°O) Normais
20 48,00 a 6,22 d 8,22 a 33,50b
25 43,50ab 11,65b 397c¢ 43,00 ab
Fotoperiodo
30 50,00 a 15,10 a 3,40d 47,00 a
12 horas
15-25 35,00 b 7,36 ¢ 5,10 b 33,50b
20-30 52,50 a 14,69 a 3,69 cd 52,25 a
20 0,00 b * * *
25 0,00 b * * *
Escuro
30 0,00 b * * *
continuo
15-25 10,25 a 1,63 a 534a *
20-30 10,50 a 2,63 a 4,00b *

*As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

A ocorréncia de germinabilidade inferior a 55% nesta espécie ja fora
relatada por Fiallo et al. (1996), fato este supostamente devido a dorméncia e/ou
ma formagdo embrionaria nas sementes.

Os resultados de porcentagem final, bem como a velocidade e
uniformidade obtidas no presente estudo demonstram, a semelhanca de outros
trabalhos (Carvalho & Nakagawa, 2000; Copeland & McDonald, 1995;
Kraemer et al., 2000), o efeito marcante da temperatura sobre a germinagdo de
sementes. Segundo Bewley & Black (1994) e Carvalho & Nakagawa (2000), a
germinacdo de uma semente serd tanto mais rapida e mais eficiente quanto maior

for a temperatura, até certo limite.
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O menor valor do tempo médio de germinagdo para as sementes de O.
gratissimum L. foi observado a temperatura constante de 30°C. Como este
pardmetro corresponde & média do tempo necessario para um conjunto de
sementes germinarem, ¢ provavel que, sob temperaturas proximas de 30°C,
sementes desta espécie venham a germinar mais rapidamente, evidenciando sua
estratégia de aproveitamento de condi¢des térmicas ambientais favoraveis para o
desenvolvimento rapido e oportuno de um novo individuo. Portanto, infere-se
que, para alcancar maior germinabilidade e uniformidade da cultura dessa
espécie, a melhor época de semeadura das sementes seja no verdo, quando as
temperaturas estdo proximas a 30°C.

Na Figura 1 estdo dispostos graficamente os resultados da influéncia da

temperatura na germinagao.
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FIGURA 1. Curvas de germina¢do acumulada (esquerda) e ndo acumulada
(direita) em resposta a diferentes temperaturas de incubacdo na
presenga de luz.

E possivel verificar a maior germinabilidade e velocidade de germinagio
de O. gratissimum L. nas temperaturas de 20-30°C e 30°C. Ja as curvas
localizadas a direita da figura evidenciam o inicio, o fim e a distribui¢do da

germinacdo ao longo do tempo de duracdo do experimento.
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As curvas contidas na Figura 1 permitem observar que, sob temperatura
de 20°C, a germinacdo ocorreu de forma mais escalonada no tempo, em relagao
as sementes submetidas a 20-30°C e 30°C, em que as sementes germinaram de
forma mais rapida e uniforme. Isto indica que, com o aumento da
disponibilidade energética para o processo germinativo, houve alteracdes na
velocidade de germinagdo, assim como em seu sincronismo. Segundo Ferreira &
Borghetti (2004), o fato de grande parte das sementes germinarem em curto
espago de tempo e de maneira uniforme sugere que a germinacdo nio esta
ocorrendo ao acaso, mas respondendo a algum mecanismo de controle da
germinac¢do em nivel bioquimico e/ou metabolico (neste caso, a temperatura),
resultando na sincronizag@o do processo.

As plantulas normais foram observadas em maior quantidade nos
tratamentos com temperaturas mais elevadas (25°C, 30°C e 20-30°C), sendo que
mais de 90% das sementes germinadas nessas condi¢des originaram plantulas
normais. A menor quantidade de plantulas normais ocorreu a 20°C e a 15-25°C,
refletindo as baixas taxas de germinabilidade observadas nessas condicdes.

Na auséncia de luz as sementes de O. gratissimum sob temperaturas
constantes ndo germinaram. Entretanto, sob temperaturas alternadas, a
porcentagem de germinagao foi reduzida quando comparada com a das sementes
submetidas a luz. O tempo médio nessas condigdes pode ser considerado como o
parametro mais eficiente na verificacdo da cinética do processo germinativo,
substanciado pela maior rapidez com que as sementes germinaram a temperatura
alternada de 20-30°C .

Em geral, sementes pequenas como as de O. gratissimum L. respondem
ao regime de alternancia de temperatura, uma vez que sdo encontradas proximas
a superficie do solo, regido em que as flutuagdes térmicas sdo freqiientes

(Thompson, 1993; Thompson & Grime, 1983).
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Fiallo et al. (1996) observaram, em seus estudos, que as sementes de O.
gratissimum L. ndo germinaram na auséncia de luz, fato este que levou os
autores a classificarem-na como uma espécie helidfita. Por outro lado,
comportamento semelhante ao das sementes de O. gratissimum L. encontrado
neste experimento foi constatado por Silva & Matos (1998) trabalhando com
Triplaris surinamensis Cham. Estes autores classificaram as sementes como
fotoblasticas positivas preferenciais porque, apesar de germinarem em maior
porcentagem sob luz branca, também apresentaram germinagdo na auséncia de
luz.

A resposta positiva da germinabilidade em relacdo a temperatura
alternada de 20-30°C foi verificada também em outras espécies, como
Artocarpus integrifolia (Coelho et al., 2004), Cnidosculus phyllacanthus (Silva
& Aguiar, 2004) e Passiflora giberti (Duarte Filho et al., 2000). Copeland &
McDonald (1995) afirmam que determinadas espécies apresentam melhor
comportamento germinativo quando submetidas a alternancia de temperatura.
Segundo Rondon (2001), sob temperaturas alternadas, as sementes podem ter

sua fotossensibilidade alterada.

5.2. Efeito de diferentes concentracoes de GAz; na germinacgao e formacao de
plantulas de Ocimum gratissimum submetidas a temperatura de incubacio
de 20-30°C, na presenca e auséncia de luz.

Na Tabela 2, nota-se que na presenca de fotoperiodo de 12 horas,
sementes pré-embebidas em diferentes concentragdes de GA; (0, 25, 50, 100,
200 mg.L™") apresentaram a mesma germinabilidade, indice de velocidade de
germinagdo e tempo médio em relagdo ao controle, fato que sugere,
provavelmente, o indcuo efeito da giberelina sobre a cinética dos processos

fisio-metabdlicos que regulam a germinagao dessa espécie.

87



TABELA 2. Valores médios de germinabilidade, indice de velocidade de
germinacdo (IVG) e tempo médio de germinagdo de sementes de O.
gratissimum submetidas a diferentes concentra¢des de regulador de
crescimento GA;. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Lo u na v e

0 50,00a 1597a 320a 48,72a

25 4725a 14,88a 334a  4425ab

F°$plf;i‘::" 50 4375a 1330a 345a  4025b

100 4875a 1529a 336a  4625ab

200 44002 1395a 325a 41,75 b
0 1675¢  3,79c 4,56a *
- 25 42,50b  8,96b 5,11a *
A“sel‘l‘;'a de 50 4425b  9,67b 497a *
100 50,50ab 1321a 4,02b *
200 54752 1590a 3,67b *

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

No entanto, as concentragdes de 50 ¢ 200 mg.L™' GA; testadas afetaram
negativamente a quantidade de plantulas normais obtidas. Uma provavel
hipdtese para explicar este fato é que, possivelmente, na fase inicial de
desenvolvimento, as plantulas tiveram seus niveis hormonais alterados pela pré-
embebicdo das sementes com GAj;, ocasionando anomalias morfoldgicas e,
conseqiientemente, alteragdes no padrao de desenvolvimento das plantulas.

Fiallo et al. (1996), trabalhando com sementes O. gratissimum,
analisaram o efeito da aplicagdo exodgena de acido giberélico em concentragdes
variadas de 50 a 1000 mg.L™" e constataram que a germinabilidade e as variaveis

que definem a velocidade do processo germinativo sdo favorecidas quando as
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sementes sio imersas em concentragdes iguais ou superiores a 500 mg.L™". No
entanto, estes mesmos autores consideraram o tratamento das sementes com
acido giberélico na concentragdo de 250 mg.L"' (> 52% de germinagio) como
recomendavel para a multiplicagdo sexual de O. gratissimum L., uma vez que os
resultados obtidos em seu estudo ndo diferiram significativamente dos
tratamentos de maior concentragao.

Estes resultados permitem inferir que GA; atua alterando a resposta
fotoblastica das sementes durante a germinacdo, fato este ja observado em outras
espécies. Os valores consideravelmente baixos de germinabilidade obtidos em
O. gratissimum L. devem-se provavelmente ao fato de mais de 40% das
sementes serem dormentes e/ou inviaveis (embrides mal formados). Nesta
mesma espécie, o acido giberélico (GAs) na concentragdo de 100 mg.L '
mostrou-se efetivo na pré-embebicdo das sementes por superar uma eventual
dorméncia enddgena e acelerar o metabolismo, favorecendo, conseqiientemente,
a germinacdo na auséncia de luz sob temperaturas alternadas. Esta hipotese ¢é
substanciada por McDonald & Khan (1983), que suportam a idéia de que a
aplicagdo exdgena deste promotor influencia o metabolismo protéico, podendo
at¢ dobrar a taxa de sintese de proteinas das sementes. Cunha (1989),
trabalhando com sementes de Lactuca sativa sob condi¢des de escuro continuo a
20°C, demonstrou que o 4acido giberélico estimulou a germinagdo nas
concentra¢des de 25; 50; 100 ¢ 200 mg.L™'. Em Paulownia tomentosa (Grubisic
et al., 1988) ¢ Apium graveolens (Thomas, 1989), espécies fotoblasticas
positivas; a necessidade de luz para a germinacdo também pode ser substituida

pela aplicagdo exdgena de giberelinas.
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6 CONCLUSOES

A germinabilidade das sementes de O. gratissimum L. nio excedeu a
52,5%.

As sementes de Ocimum gratissimum L. apresentaram melhores
resultados de germinabilidade, velocidade de germinacdo, tempo médio e
plantulas normais na presenga de luz, a temperatura alternada de 20-30°C ¢ a
temperatura constante de 30°C.

Quando incubadas na auséncia de luz e sob temperaturas constantes, as
sementes de O. gratissimum ndo germinaram.

As sementes de O. gratissimum L. podem ser consideradas fotoblasticas
positivas preferenciais, uma vez que, sob temperaturas alternadas (15-25°C e 20-
30°C), na auséncia de luz, ocorre uma discreta germinagao.

Na auséncia de luz e sob temperatura alternada de 20-30°C, nas
concentragdes de 100 e 200 mg.L" o GA; atuou de forma efetiva, promovendo
os melhores valores de germinabilidade, IVG e tempo médio.

Na presenca de luz, as concentragdes de GA; ndo alteraram a
germinabilidade, IGV e TM das sementes de O. gratissimum L.

A adigdo exdgena de GA;, nas concentragdes de 50 e 200 mg.L”,
proporcionou decréscimo na quantidade de plantulas normais.

Na auséncia de luz, sob temperatura alternada 20-30°C, o GAj; nas
concentracdes de 100 e 200 mg.L"' atuou de forma efetiva, promovendo os
maiores valores de germinabilidade e IVG, sendo a concentragdo de 100 mg.L™
de giberelina (GA;) indicada como tratamento pré-germinativo em sementes de

O. gratissimum L. nessa condigdo.
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CAPITULO V
EFEITO DE DIFERENTES NiVEIS DE SOMBREAMENTO NO

CRESCIMENTO, TEOR DE CLOROFILAS E CAROTENOIDES E
ANATOMIA FOLIAR DE Ocimum gratissimum L.
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1 RESUMO

MARTINS, Joeferson Reis. Efeito de diferentes niveis de sombreamento no
crescimento, teor de clorofilas e carotendides e anatomia foliar de Ocimum
gratissimum L. In: . Aspectos da germinacio de sementes e influéncia
da luz no desenvolvimento, anatomia e composicio quimica do oleo
essencial em Ocimum gratissimum L. Dissertagdo (Mestrado em Fisiologia
Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG".

A espécie Ocimum gratissimum L. é um subarbusto aromatico pertencente a
familia Lamiaceae, considerado como importante produtor de 6leo essencial,
largamente utilizado na medicina popular. No presente estudo, objetivou-se
avaliar caracteristicas de crescimento, teores de clorofilas e carotenodides e
anatomia foliar de O. gratissimum sob diferentes condi¢des luminosas: pleno
sol, sob malha preta (50%), malha vermelha (50%) e malha azul (50%). Os
resultados indicam que a pleno sol ocorre maior acimulo de matéria seca, menor
area foliar, menor conteido de clorofila e maior de carotenodides, maior
espessura foliar e maior densidade de tricomas tectores e glandulares. Sob malha
azul, houve maior crescimento em altura e, dentre os tratamentos sombreados,
este foi 0 que ocasionou maiores valores de matéria seca e area foliar. As plantas
mantidas sob malha preta apresentaram, em geral, as menores taxas de
crescimento; no entanto, o maior conteudo de clorofila foi detectado neste
tratamento. A radiagdo transmitida pela malha vermelha proporcionou a menor
densidade de tricomas na face adaxial das folhas de O. gratissimum.

" Comité Orientador: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Orientador), Dr.
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.
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2 ABSTRACT

MARTINS, Joeferson Reis. Effect of the different levels of shading on the
growth, content of chlorophylls and carotenoids and leaf anatomy of Ocimum
gratissimum L. In: . Aspects of seeds germination and influence of light
on the development, leaf anatomy and chemical composition of essential oil
in Ocimum gratissimum L. Dissertation (Master in Plant Physiology) — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil."

The species Ocimum gratissimum L., is an aromatic subshrub, belonging to the
family Lamiaceae, considered as an important producer of essential oil, widely
utilized in folk medicine. In the present study, it was aimed to evaluate growth
characteristics, contents of chlorophyll and carotenoids and leaf anatomy of O.
gratissimum under different light conditions: Full sunshine, under a black mesh
(50%), red mesh (50%) and blue mesh (50%). The results indicated that in the
full sunshine, increased accumulation of dry matter, decreasing leaf area, lower
content of chlorophyll and higher content of carotenoids, increased leaf
thickness and greater density of tector and glandular trichomes occur. Under
blue mesh, there was greater height growth and, among the shaded treatments, it
was the one which provided greatest values of dry matter and leaf area. The
plant maintained under black mesh, presented, in general, the lowest growth
rates, nevertheless, the highest chlorophyll content was detected in this
treatment. The radiation transmitted by the red mesh provided the lowest density
of trichomes on the adaxial side of the leaves of O. gratissimum.

" Guidance Committee: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Adviser), Dr.
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A alfavaca-cravo, Ocimum gratissimum L., conhecida também como
alfavacdo ou alfavaca, ¢ um subarbusto aromatico com até 1 m de altura,
originario da Asia e Africa e subespontdneo em todo territorio brasileiro
(Lorenzi & Matos, 2000). Fiallo et al. (1996) classificaram essa espécie como
planta de sol, heliofita. Segundo Correia Junior et al. (1991), O. gratissimum L.
pode ser considerada uma planta anual ou perene, dependendo do local em que ¢
cultivada, apresentando-se como perene em regides quentes e anual em regides
frias. Além de ser bem utilizada na culinaria como condimento, esta espécie ¢
importante produtora de oOleo essencial, que lhe confere uma série de
propriedades terapéuticas (Matos, 1998).

O Brasil, apesar de ser um pais com uma imensa diversidade natural,
apresenta uma escassez de pesquisas e informagdes a respeito do comportamento
ecofisiologico de sua flora medicinal. Tais conhecimentos constituem
ferramenta indispensavel para a determinagdo das condigdes ideais de cultivo a
fim de alcangar maiores indices de producdo de matéria seca e principios ativos
de interesse farmacoldgico.

A radiacdo ¢ um fator ambiental de fundamental importincia para as
plantas devido a sua acdo direta ou indireta na regulagdo do crescimento e
desenvolvimento vegetal. As adaptagdes sofridas pelas plantas em seu aparato
fotossintético em resposta as condi¢des de luminosidade ambiental refletem em
seu crescimento global (Engel & Poggiani, 1991).

Essas respostas morfofisiologicas das plantas ndo dependem apenas da
presencga, atenuagdo ou auséncia da luz, mas também da variacdo em qualidade
luminosa. Morini & Muleo (2003) afirmam que as plantas desenvolveram uma

série de fotorreceptores que regulam seu crescimento e desenvolvimento em
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relagdo as variacdes da radiagdo luminosa incidente com o objetivo de
aperfeigoar a captacdo da energia para a fotossintese. Segundo Larcher (2004), a
radiagdo ¢ percebida pelo sistema fitocromo, o qual ativa certos genes que
conduzem o desenvolvimento e a diferenciacdo. O fitocromo é um pigmento
protéico que absorve luz mais fortemente nas regides do vermelho (650-680nm)
e vermelho-distante (710-740nm), mas também absorve luz azul. Este pigmento
¢ fotorreversivel, ou seja, dependendo das condigdes luminosas, ele sofre
mudancas conformacionais associadas as interconversdes das duas formas
principais: Fv e Fve. Sob a forma Fv, o fitocromo absorve a luz vermelha e se
converte em Fve, que absorve luz na regido do vermelho-distante e ¢ a sua forma
fisiologicamente ativa. Ambas as formas do fitocromo absorvem a luz na regido
do azul do espectro, de modo que a luz azul também pode converter Fv a Fve e
vice-versa (Taiz & Zeiger, 2004).

Os fitocromos desempenham fungdes distintas nos vegetais, dentre as
quais se destaca a capacidade que ele fornece as plantas de perceberem o
sombreamento por outros individuos. Nesse caso, a razdo luz
vermelha/vermelho-distante diminui, induzindo plantas de sol a alocarem uma
maior parte de seus recursos para o crescimento em altura; tal comportamento ¢é
conhecido como “resposta de evitagdo da sombra” (Taiz & Zeiger, 2004).

Alguns trabalhos relatam que a luz azul regula a expressdo de certos
genes envolvidos em varios processos morfogenéticos importantes. De acordo
com Tsunoyama et al. (2002), em Arabidopsis, o gene psbD do cloroplasto, que
codifica a subunidade D2 do centro de reagdo do fotossistema II (PSII), é
especificamente ativado pela luz azul. Em trabalho com Commelina communis,
Schwartz & Zeiger (1984) observaram que, na presenca de luz azul, ocorria um
aumento na abertura estomatica acima do nivel alcangado sob luz vermelha

saturante, o que indica a existéncia de um sistema de fotorreceptor diferente,
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estimulado pela luz azul e que medeia os aumentos adicionais na abertura
estomatica.

Trés fotorreceptores tém sido associados as respostas a luz azul:
criptocromos, fototropinas e o carotendide zeaxantina. Aos criptocromos tem
sido atribuido importante papel na inibicdo do alongamento do hipocétilo e
aumento na produgdo de antocianinas (Ahmad et al., 1998). As fototropinas
estdo envolvidas no fototropismo do hipocétilo (Taiz & Zeiger, 2004) e no
movimento de cloroplasto (Sakai et al., 2001). O carotenéide do cloroplasto,
zeaxantina, tem sido implicado na fotorrecepcao da luz azul nas células guarda
(Srivastava & Zeiger, 1995).

Diversos estudos de crescimento de plantas tém sido realizados na busca
pelo conhecimento da ecofisiologia de diferentes espécies submetidas a
condi¢des de luminosidade variadas, seja pelo controle da radiagdo incidente,
por meio do emprego de lampadas de diferentes comprimentos de ondas ou
camaras de crescimento (Cooley et al., 2000; Jeangros & Nosberger, 1992;
Musil et al., 2002), ou pelo uso de telados ou plasticos redutores da radiagdo
(Dale & Causton, 1992; Farias et al., 1997; Muroya et al., 1997; Pushpakumari
& Sasidhar, 1992; Sharma, 1994; Vlahos et al., 1991).

Para avaliar o comportamento das espécies vegetais em relagdo a luz,
algumas variaveis de crescimento tém sido utilizadas, sendo a altura, a producgéo
de matéria seca, a area foliar e as relagdes entre a biomassa da parte aérea e
radicular as varidveis mais freqiientemente analisadas. Segundo Benincasa
(1988), através da analise de crescimento é possivel conhecer a cinética de
producdo de biomassa das plantas, sua distribuicdo e eficiéncia ao longo da
ontogenia. Além disso, trata-se de um meio simples, preciso e 1util no estudo de
variagdes entre plantas sob diferentes condigdes de luminosidade, que possibilita
inferir a contribuigdo de diferentes processos fisioldgicos para o crescimento do

vegetal.

101



A anatomia foliar também pode ser influenciada de forma marcante pela
radiag@o recebida durante o crescimento, uma vez que a folha € um 6rgdo muito
plastico e sua estrutura interna adapta-se as condigdes do ambiente,
evidenciando o potencial de aclimatacdo das espécies vegetais (Hanba et al.,
2002; Schluter et al., 2003). Essas adaptacdes podem envolver significativas
mudangas nos teores de pigmentos das folhas.

Whatley & Whatley (1982) afirmam que a luz ¢ essencial a sintese de
clorofilas e, por isso, diferengas nas condi¢des de luminosidade podem acarretar
variagdes em seus teores. Folhas de sombra, por exemplo, possuem
concentragdo maior de clorofila (mg/g) do que as folhas de sol (Kramer &
Kozlowski, 1979). Outros autores, como Ferraz & Silva (2001) e Fontes & Silva
(2000), afirmam que geralmente nao s6 a clorofila, mas também os carotenoides
tendem a aumentar seus teores com a redu¢do da intensidade luminosa.
Entretanto, Engel & Poggiani (1991) encontraram resultados distintos para
algumas espécies. Variagdes nas concentragdes de clorofila e carotendides nas
plantas so indicativas, ainda, de estresse devido a alta luminosidade, freqiiente
sob condigdes tropicais (Strauss-Debenedetti & Bazzaz, 1996).

A anatomia foliar ¢ altamente especializada para a absor¢do de luz,
sendo que as propriedades do mesofilo, principalmente as do parénquima
pali¢adico, garantem a absorcao uniforme da luz através da folha. Segundo Taiz
& Zeiger (2004), em geral as folhas de sol sdo mais espessas e apresentam
células palicaddicas mais longas do que as de sombra. Contudo, o aumento na
espessura foliar, especialmente pela elongacdo ou adicdo de células paligadicas,
¢ associado a uma reducao na resisténcia do mesofilo ao diéxido do carbono
(Nobel, 1975), que pode levar a uma taxa fotossintética foliar mais elevada a
pleno sol, em comparag@o com as plantas crescidas a sombra (Bjorkmam, 1981).

Gongalves (2001) observou que plantas de Ocimum selloi Benth.

cultivadas em radiacdo solar plena apresentaram maiores espessuras nos
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parénquimas foliares que as plantas cultivadas a 50% da radiacdo solar
incidente; no entanto, o nimero total de estomatos e tricomas por folha foi maior
nas plantas crescidas em sombreamento parcial. Resultados semelhantes foram
obtidos por Atroch (1999), que verificou, em seus estudos com Bauhinia
forticata Link., um maior espessamento do tecido pali¢adico em plantas
submetidas as maiores intensidades de luz. Lima Junior et al. (2006) relataram
diferengas no numero de estomatos nas plantas de Cupania vernalis cultivadas
em diferentes niveis de sombreamento e observaram, ainda, que o aumento no
numero de estdmatos refletiu diretamente na condutancia estomatica.

Tendo em vista a importancia da radiacdo sob os diversos aspectos
ecofisiologicos nas espécies vegetais, no presente estudo objetivou-se avaliar o
efeito da intensidade e qualidade espectral da luz com o uso de malhas de
transmissdo de luz diferenciada no crescimento vegetativo, nos teores de
clorofilas e carotenodides e na anatomia foliar de plantas de Ocimum gratissimum

L.

4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Setor de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), situada
em Lavras, MG, no periodo de janeiro a junho de 2006, sob condi¢des de
viveiro. O municipio de Lavras esta localizado na regido sul de Minas Gerais, a
918m de altitude, latitude 21°14’S e longitude 45°00°'W GRW. Segundo a
classificagdo de Koppen, o clima regional é do tipo Cwa, mas apresenta
caracteristicas de Cwb com duas estagcdes bem definidas, uma fria e seca, de

abril a setembro, e outra quente ¢ imida, de outubro a margo (Brasil, 1992). Os
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dados referentes as temperaturas maxima, média e minima, precipitagdo
pluviométrica e umidade relativa média mensal, durante o periodo de conducao
do experimento, foram coletados na estagdo climatologica da UFLA e

encontram-se na Figura 1.
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FIGURA 1. Dados de temperatura maxima, minima e média
(°C), precipitagdo pluviométrica (mm), insolacdo
total (horas) e umidade relativa do ar (%) durante
o periodo de janeiro a julho de 2006. UFLA,
Lavras, MG, 2006.
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As mudas foram formadas a partir de sementes provenientes de plantas
adultas de O. gratissimum localizadas nas proximidades do campus da UFLA.
Estas plantas foram previamente identificadas taxonomicamente e exsicatas
foram depositadas no Herbario ESAL, do departamento de Biologia da UFLA,
com o numero de registro 20.0037.

As sementes coletadas foram semeadas em tubetes plasticos com
substrato Plantmax® e mantidas a temperatura ambiente, em viveiro sob 50% de
sombreamento, por um periodo de dois meses, até se estabelecerem. Apds este
periodo, as mudas de alturas similares (5-6 cm) foram selecionadas e divididas
em 4 grupos de 50 unidades cada. Em seguida, foram transplantadas para tubo
de PVC com dimensdes de 15 x 30 cm contendo substrato a base de terra de
subsolo e areia, na propor¢do de 2:1, previamente analisado no Laboratorio de
Solos da UFLA (Anexo l1A) e considerado muito argiloso pelas andlises
granulométricas. A partir dessas analises foram incorporados ao substrato
superfosfato simples na proporgdo de 300g/m’, cloreto de potassio (300g/m’) e

agrosilicio (1000g/m’).

4.1 Ambiente de cultivo

As mudas de O. gratissimum, divididas em quatro grupos de 50
unidades cada, foram submetidas aos tratamentos de sombreamento. O primeiro
tratamento consistiu em manter as mudas a pleno sol (0% de sombreamento), o
segundo tratamento foi estabelecido sob malha preta, que segundo o fabricante
atenua a radiagdo solar em 50%. No terceiro e quarto tratamentos, as mudas
foram colocadas sob malhas especiais ChromatiNet vermelha 50% e
ChromatiNet azul 50% (Figura 2). As malhas coloridas utilizadas foram
fornecidas pela empresa Polysac Plastic Industries”. De acordo com o
fabricante, a malha ChromatiNet vermelha 50% reduz as ondas azuis, verdes e

amarelas, acrescentando as ondas vermelha e vermelha-distante. Enquanto isso,
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a malha azul 50% muda o espectro da luz, reduzindo as ondas na faixa do

vermelho e vermelho-distante e acrescentando as ondas azuis.

FIGURA 2. Area experimental: Malha azul e vermelha.

A intensidade da radia¢do foi mensurada por meio de um quantdmetro-
fotometro-radiometro LI-COR, modelo LI-185, equipado com um sensor
quéntico. A radiagio solar foi expressa em pmol.m™.s”. No tratamento a pleno
sol foi observada intensidade de 1500 pmol.m™.s™, correspondendo a 100% da
radiagdo incidente, sob malha preta 660 pmol.m™.s™(44%), sob malha vermelha
690 pmol.m™.s™(46%) e sob malha azul 650 pmol.m™.s"'(43%). Essas medigdes

foram feitas em 30/04/2006 as 12h00min, dia claro, sem presenga de nuvens.

4.2 Avaliacio do crescimento

Apds o transplante, as plantas foram submetidas mensalmente a
avaliacdo do crescimento, sendo analisadas as seguintes caracteristicas: altura do
ramo principal, diametro do caule, area foliar, matéria seca das folhas, caules e
raizes, em 5 plantas de cada tratamento, tomadas ao acaso. A variavel altura foi
medida a partir do colo ao apice da planta e o didmetro do caule foi tomado a 1

cm do solo. As medidas foram realizadas com o auxilio de uma régua ¢ um
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paquimetro com precisdo de 0,01 mm, para altura e didmetro do caule,
respectivamente.

A area foliar total por planta foi medida em 100% das folhas, utilizando-
se um integrador de area foliar MODEL LI-3100 Area Meter marca LICOR.

Em seguida, as plantas foram separadas em folhas, caule e raizes. Todo
o material foi acondicionado em sacos de papel devidamente identificados e
colocados em estufa com circulacdo forcada de ar a 70 £ 2°C, até peso constante.
Apbs a secagem, o material foi pesado em balanga analitica com precisdo de 10™
g para quantificar a distribuicdo de biomassa nas partes da planta.

A razdo area foliar (RAF), razdo peso foliar (RPF) e area foliar
especifica (AFE) foram determinadas a partir dos valores de area foliar (A)
expressos em dm’, matéria seca por planta (P) e matéria seca das folhas (Pt),
ambos expressos em gramas, empregando-se as seguintes equacdes, de acordo

com Benicasa (1988):

RAF=A/P RPF=Pt/P AFE= A/Pt

A determinagdo dos teores de clorofila foi realizada ao final do
experimento, a partir sete de folhas simples completamente expandidas do 4° n6
abaixo do apice das plantas, retiradas de sete plantas por tratamento, tomadas ao
acaso. Essas folhas foram acondicionadas em papel aluminio e em caixa de
isopor com gelo até serem transferidas ao laboratério. A quantificagdo das
clorofilas a, b ¢ total foi realizada segundo a metodologia de Arnon (1949).
Imediatamente apos este procedimento, fez-se a leitura da absorbancia a 663 nm
e 645 nm num espectrofotdometro v/uv Beckman modelo 640 B.

Os calculos de mg de clorofila por g de matéria fresca de tecido foliar

foram realizados utilizando-se as equagdes descritas a seguir:
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Clorofilaa=[12,7 x A663 — 2,69 x A645] x V/1000 W
Clorofilab =[22,9 x A645 —4,68 x A663] x V/1000 W
Clorofila total = [20,2 x A645 — 8,02 x A663] x V/1000 W

Em que:
A= absorbancia dos extratos nos comprimentos de onda indicados
V= volume final do extrato clorofiliano-cetonico

W= matéria fresca em gramas do material vegetal utilizado

A extragdo ¢ a quantificacdo dos carotendides foram realizadas ao final
do experimento segundo a metodologia descrita por Duke & Kenyon (1986), a
partir de sete folhas maduras e completamente expandidas do 4° n6 abaixo do
apice das plantas, coletadas e imediatamente acondicionadas em papel aluminio,
as quais foram mantidas sob refrigeragdo. Os teores de carotendides foram
quantificados utilizando os coeficientes de absortividade molar de Sandmann &

Borger (1983), realizando-se a leitura espectrofotométrica a 445 nm.

4.3 Anatomia foliar

4.3.1 Microscopia de luz (ML)

Foram coletadas 10 folhas do 4° no6 abaixo do apice de plantas, tomadas
ao acaso em cada tratamento. As folhas foram fixadas em dalcool 70% para a
confec¢do de laminas para os estudos anatdomicos. Os cortes foram realizados a
mao livre, na regido mediana das folhas, com a utiliza¢do de lamina de ago e
submetidos a clarificagdo em solucdo de 50% de hipoclorito de sédio, sendo, em
seguida, lavadas em agua destilada, neutralizadas em solucdo acética a 1% e
montadas em glicerina a 50%. A coloragdo com safranina e azul de astra foi

realizada de acordo com os métodos descritos por Bukatsch (1972).
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A determinacdo da densidade estomatica foi realizada por segdes
paradérmicas da epiderme nas faces adaxial e abaxial. A contagem de estdmatos
foi realizada em microscopio Olympus CBB, com o auxilio de uma cédmara
clara, segundo Labouriau et al. (1961), em 4 campos da regido mediana de 5
folhas provenientes de plantas distintas, perfazendo um total de 20 campos por
tratamento. Os diametros polar e equatorial dos estdmatos foram medidos em
microscopio KEN-A-VISION 2100, em ambas as faces das folhas.

A espessura foliar foi avaliada por meio de se¢des transversais na regido
mediana de 5 folhas provenientes de plantas distintas de cada tratamento. As
medi¢des foram realizadas em microscopio KEN-A-VISION 2100, equipado
com uma ocular micrométrica. As medidas foram realizadas em 4 campos por
folha, perfazendo um total de 20 medi¢des para cada tecido foliar, por
tratamento. Foram avaliadas as espessuras das epidermes das faces adaxial e

abaxial dos parénquimas pali¢adico e esponjoso e do limbo.

4.3.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

O preparo das amostras ¢ as observagdes em MET foram realizados no
Laboratorio de Microscopia Eletronica e Andlise Ultraestrutural (LME) do
Departamento de Fitopatologia da UFLA. Fragmentos de aproximadamente 0,5
cm’ foram retirados da por¢io mediana de 5 folhas de cada tratamento,
localizadas no 4° né abaixo do apice, e fixados numa solu¢do composta de
glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (2,5%), em tampao cacodilato, pH 7,0,
0,05 M + CaCl, 0,001 M por, aproximadamente, quatro horas, em temperatura
ambiente.

Posteriormente, esses fragmentos foram lavados em tampao cacodilato
0,05 M (trés vezes de 10 minutos) e pos-fixados em tetroxido de dsmio 1% em
tampao cacodilato 0,05 M por 4 horas. Em seguida, iniciou-se a desidratagdo em

gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% por 10 minutos e trés vezes em
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100% por 10 minutos). Logo ap6s, o material foi incluido em gradiente
crescente de acetona e resina Spurr 30% por 8 horas, a 70% por 12 horas e duas
vezes a 100%, em intervalos de 24 horas, sendo os tecidos emblocados em
resina pura e colocados em estufa a 70°C por 48 horas para a polimerizagao. Os
blocos obtidos foram desbastados com ldminas de aco para a retirada da resina
excedente. Foram realizados os cortes em se¢des semifinas (1 um) e ultrafinas
(<100 nm), utilizando-se um ultramicrétomo Reichrt-Jung com navalha de
diamante.

Os cortes semifinos foram coletados com anel de ouro, colocados em
laminas de vidro, coloridos com azul de toluidina (1 g de azul de toluidina, 1 g
de borato de sodio e 100 mL de 4gua purificados por meio de filtro Millipore 0,2
um) e montados permanentemente em meio Permalt. Os cortes ultrafinos foram
coletados em grades de ouro (golden slot grids), secos em raques de aluminio
cobertos com formvar (Rowley & Moran, 1975). As se¢des foram pos-
contrastadas em acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo por 3
minutos cada e, em seguida, examinadas em microscopio eletronico de
transmissdao Zeiss, modelo EM 109. As caracteristicas observadas para as
analises ultraestruturais foram o numero, a area, o perimetro € o comprimento
dos cloroplastos e 4area e perimetro dos grios de amido, em células do

parénquima pali¢adico.

4.3.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a observacdo da superficie foliar quanto a presenca de tricomas
glandulares e ndo-glandulares, coletaram-se 5 folhas de cada tratamento,
localizadas no 4° n6 abaixo do apice da planta, das quais foram retirados
fragmentos da regido mediana, com aproximadamente 0,3 mm’ e fixados em
solucdo Karnovsky por um periodo de 24h; em seguida, foram lavados em

tampao cacodilato a 0,05 M por trés vezes de 10 minutos cada e pos-fixadas em
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tetroxido de 6smio a 1%, durante 4 horas. Para a observacdo das estruturas
internas da folha, foram realizados cortes transversais em alguns fragmentos em
nitrogénio liquido. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em acetona
numa série progressiva (25%, 50%, 75%, 90% e 100% trés vezes por 10
minutos), submetidas ao ponto critico de dessecamento de CO, em equipamento
BAL-TEC, CPD-030, fixadas no suporte metalico com cola de prata e recobertas
com ouro metalico (10 nm), em aparelho BAL-TEC, SCD-050. O material foliar
preparado foi observado e eletromicrografado em microscopio eletronico de
varredura LEO-EVO 40, XVP. Para a determinagdo da densidade de tricomas
foram escolhidos, aleatoriamente, 10 campos de observagdo com mesma area

(0,678 mm?®), nas epidermes adaxial e abaxial.

4.4 Analises estatisticas

Os ensaios foram conduzidos seguindo-se o delineamento inteiramente
casualizado, com os tratamentos representados por quatro tratamentos de luz
(pleno sol 0%, 50% malha preta, 50% malha vermelha e 50% malha azul), sendo
a unidade experimental constituida de uma planta na avaliagdo de crescimento e,
nos estudos anatdmicos, de um campo. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia utilizando-se o programa estatistico SISVAR 4.3 (Ferreira,
1999) e as médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a

5% significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise de crescimento

Verifica-se, pelos dados obtidos, que o padrao de desenvolvimento das
plantas variou em funcdo dos ambientes a que foram submetidas. Através da
Figura 3 ¢ possivel observar que o crescimento em altura e matéria seca total,
em funcdo da idade da planta, obedeceu a regressdes logaritmicas. A variagdo da
area foliar ao longo do tempo de experimento pode ser explicada por meio de
regressoes quadraticas. Na Tabela 1 estdao dispostos os resultados, em médias, da

analise de crescimento realizada ao final do experimento.
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FIGURA 3. Altura (cm), Area foliar (cm?) e Matéria seca total (g) de plantas
jovens de O. gratissimum cultivadas em diferentes condi¢Ges
luminosas, em relacdo ao tempo de experimento. Equacdes da
regressdo: Altura (cm): pleno sol y = 17,126Ln(x) + 10,294, R* =
0,9715; malha preta y = 12,602Ln(x) + 10,168, R?=0,9768; malha
vermelha y = 15,964Ln(x) + 11,052, R* = 0,9551 ¢ malha azul y =
20,49Ln(x) + 10,915, R* = 0,9794. Area Foliar (cm®): pleno sol : y
= -23,153x> + 135,61x - 24,209 R*> = 0,9142; malha preta: y = -
23,959x* + 158,49x - 81,21 R*=0,9758; (...continua...)
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FIGURA 3. Cont. malha vermelha: y = 45,045 + 242,7x -
87,775 R* = 0,9511 e malha azul: y = -49,672x> + 290,53x - 132,28
R” = 0,9998. Matéria seca total (g): pleno sol y = 3,5399Ln(x) +
1,0826, R* = 0,976; malha preta y = 2,0552Ln(x) + 0,3314, R* =
0,9485; malha vermelha y = 2,6255Ln(x) + 0,7889, R? = 0,949;
malha azul y = 3,3043Ln(x) + 0,7314, R? =0,9938. UFLA, Lavras,
MG, 2006.

TABELA 1. Altura, Diametro do colo, Matéria Seca (MS) de folhas, caules,
raizes e total e razdo Raiz/Parte aérea de plantas jovens de O.

gratissimum, submetidas a diferentes condi¢des de sombreamento.
UFLA, Lavras, MG, 2006.

Sombreamentos
Parimetros Pleno sol Malha preta Malha vermelha N;:Zl:ll;a
0%) (50%) (50%) (50%)
Altura (cm) 32,36 b 26,70 ¢ 31,90 be 38,30 a
Diametro do 0442 034 b 0,37 ab 0,40 ab
Colo (cm)
MS folha (g) 1,61a 1,36 b 1,76 a 1,67 a
MS caule (g) 1,44 ab 0,93 b 1,28 b 1,74 a
MS raiz (g) 2,59a 1,19c¢ 1,66 b 1,99 ab
MS total (g) 5,65a 3,50 ¢ 4,71 b 5,40 ab
Raiz/Parte aérea 0,84 a 0,52b 0,54 b 0,59b

*M¢édias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As plantas sob malha azul foram as que apresentaram maior
crescimento em altura durante toda a condug@o do experimento (Figura 3). Oren-
Shamir et al. (2001) informaram em seu trabalho, no qual foi utilizado o0 mesmo
tipo de malha azul, que a mesma possibilita maior transmissdo para os
comprimentos de onda na faixa do azul e vermelho-distante. Portanto, este

aumento em altura nas plantas sob esta condigdo pode ser explicado como uma
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resposta de evitacdo a sombra, uma vez que, provavelmente, o ambiente de
cultivo encontrava-se enriquecido com radiagdo vermelho-distante, que
possibilitou uma baixa razdo de fitocromo vermelho-distante para fitocromo
total (Fve/Ftotal). Segundo Morgan & Smith (1979), para as heliofitas, quanto
maior o conteudo de radiagdo vermelho-distante, maior ¢ a taxa de alongamento
do caule. Ao final do experimento, esse crescimento diferenciado das plantas
mantidas sob malha azul foi estatisticamente significante (Tabela 1).

As plantas submetidas ao tratamento com malha preta foram as que
apresentaram menor crescimento em altura e aquelas submetidas aos tratamentos
com malha vermelha e pleno sol obtiveram crescimentos intermediarios.

A Figura 3 evidencia que as plantas mantidas a pleno sol tiveram
menores areas foliares que os demais tratamentos. Diversos autores verificaram
um rapido aumento da superficie fotossintetizante como forma de as plantas
assegurarem um aproveitamento maior das baixas intensidades luminosas
(Farias et al., 1997; Muroya et al., 1997; Vlahos et al., 1991). Observa-se, ainda,
que a radiagdo diferenciada proporcionada pela malha azul induziu as plantas de
O. gratissimum a apresentarem as maiores areas foliares dentre os tratamentos
(Figura 3). Estas alteragdes morfologicas contrastantes entre o tratamento com
malha azul e as demais malhas mostram que a qualidade espectral da radiagdo
solar pode ser facilmente modulada para a obtengdo de caracteristicas
morfoldgicas especificas.

As plantas de O. gratissimum L. crescidas a pleno sol e sob malha azul
acumularam maior quantidade de matéria seca total (Tabela 1), mostrando que a
producdo de biomassa total nos individuos dessa espécie foi influenciada tanto
pela intensidade quanto pela qualidade espectral da luz solar. Segundo Larcher
(2004), as plantas heliofitas estdo aptas a utilizar melhor altas intensidades de
radiagdo gracas a elevada capacidade de transporte do sistema eletronico e, desta

forma, conseguem maiores ganhos fotossintéticos.
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A razdo raiz/parte aérea foi expressivamente maior a pleno sol (Tabela
1), o que indica uma alocagdo preferencial de matéria seca para o sistema
radicular. Resultado similar foi encontrado por Rezende (2004) em plantas de
Campomanesia rufa crescidas a pleno sol, as quais apresentaram maiores
acimulos de matéria seca nas raizes e, conseqiientemente, maior relagdo
raiz/parte aérea em comparacdo a individuos mantidos sob sombreamento.

Lima Janior (2004), analisando o crescimento de Cupania vernalis
Camb. sob diferentes niveis de sombreamento, relatou que o crescimento da
parte aérea foi reduzido nas plantas cultivadas a pleno sol em relagdo aquelas
sob 30% e 50% de sombreamento. Este autor, porém, ndo observou diferenga
significativa na massa seca do sistema radicular das plantas entre os tratamentos
testados.

Thompson et al. (1992) e Walters et al. (1993) sugerem que a menor
distribuicdo de matéria seca para raizes quando as plantas sdo submetidas a
condicdes de menor luminosidade provavelmente revela uma resposta adaptativa
que proporciona maiores ganhos de carbono, como um aumento na razdo de area
foliar, ou que reflita numa estratégia buscando luminosidade, como um aumento
na altura.

Comparando o acumulo de matéria seca entre os tratamentos sob
malhas, observa-se uma diferenca significativa nas plantas sob malha azul, ou
seja, a intensificacdo de radiacdo azul causada por essa malha estimulou o maior
acimulo de biomassa em relacdo as malhas preta e vermelha. De acordo com
Taiz & Zeiger (2004), as plantas utilizam a luz azul como fonte de energia e um
sinal que fornece informagdes sobre o ambiente. Tais informagdes sdo
traduzidas em processos metabodlicos que permitem as plantas alterarem seu
crescimento e desenvolvimento. As respostas a luz azul podem incluir
biossintese de pigmentos e regulagdo de genes envolvidos em varios processos

morfogenéticos importantes, como, por exemplo, os que codificam a enzima
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chalcona sintase, que catalisa a biossintese da pequena subunidade da rubisco, e
as proteinas, que ligam as clorofilas a e b. Dessa forma, é possivel inferir que
tenha ocorrido maior eficiéncia do processo fotossintético nas plantas nesse
ambiente.

Nas plantas crescidas a pleno sol e nas sob malha azul, as propor¢des de
investimento de biomassa nas folhas foram semelhantes, porém estes
tratamentos diferiram quanto a alocacdo de matéria seca as demais partes
(Figura 4). As plantas a pleno sol foram as que mais alocaram biomassa para o
sistema radicular. Todos os demais tratamentos, sob malhas coloridas, ndo
diferiram estatisticamente quanto a propor¢do de biomassa seca alocada para a

raiz. Isto evidencia que a alocagdo de matéria seca para as raizes em O.

gratissimum ocorre preferencialmente em fungio da intensidade luminosa.
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FIGURA 4. Particionamento de biomassa seca pelas plantas jovens de O.
gratissimum, submetidas a diferentes condi¢des de
sombreamento. UFLA, Lavras, MG, 2006.
Viérios trabalhos t&ém demonstrado o acimulo de matéria seca na raiz em
plantas cultivadas ao pleno sol (Groninger et al. 1996; Ke & Werger, 1999).
Dias-Filho (1997), trabalhando com Solanum crinitum, espécie pioneira,

evidenciou que a distribuicdo de biomassa para as raizes em baixa luminosidade
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foi reduzida de 15% em relagdo a plantas a pleno sol. Para Claussen (1996),
individuos de uma mesma espécie com sistemas radiculares mais desenvolvidos
em determinada condi¢do tém mais habilidade de aclimatagdo do que aqueles
com sistemas radiculares reduzidos, pois podem absorver maior quantidade de
agua e nutrientes, estratégia que garante maior capacidade para suportar as
maiores taxas de fotossintese e transpiragdo que ocorrem nestes ambientes. Por
outro lado, para Chapin et al. (1987), um padrao de alocacdo de biomassa que
prioriza os oOrgdos aéreos sob condicdes de sombreamento permite maior
captacdo de luz pelas plantas, otimizando o processo fotossintético em um
ambiente onde a luz limita a fotossintese.

As plantas de O. gratissimum L. submetidas a malha azul foram as que
mais alocaram matéria seca no caule (Figura 4), estando esse resultado
diretamente relacionado ao alongamento do caule como uma resposta de
evitacdo de sombra (Figura 3), tipica de espécies heliofitas submetidas a altos
niveis de radiacdo na faixa espectral do vermelho-distante (Morgan & Smith,
1979; Taiz & Zeiger, 2004). Os demais tratamentos ndo diferiram
estatisticamente quanto a propor¢do de biomassa seca alocada para o caule.

As plantas sob malhas preta e vermelha ndo diferiram entre si quanto a
propor¢ao de alocagdo de biomassa seca para folhas, caules e raizes (Figura 4).
Isto informa que a intensificagdo de radiacdo na faixa espectral do vermelho
proporcionada pela malha vermelha ndo ocasionou variacdo na distribuigdo de
fotoassimilados. No entanto, a quantidade de biomassa seca total superior nas
plantas sob malha vermelha, evidente na Tabela 1, permite inferir a ocorréncia
de uma maior eficiéncia fotossintética das plantas neste ambiente em relagdo as

crescidas sob malha preta.
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5.1.1 Area foliar especifica, razao de area foliar, razio de peso foliar.

foliar (RAF) e razdo de peso foliar (RPF) foram realizadas ao final de

As avaliagdes dos pardmetros area foliar especifica (AFE), razdo area

experimento e os resultados estdo na Figura 5.
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FIGURA 5. Valores da Area Foliar Especifica (AFE), Razdo de Area

relativa da superficie assimilatoria e os tecidos de sustentagdo e condutores da
folha (Magalhaes, 1979), foi mais reduzida na condi¢@o de pleno sol, indicando
que as folhas de O. gratissimum tornam-se mais espessas quando as plantas sdo
mantidas em local sem nenhum tipo de sombreamento (Figura 5). De acordo
com Larcher (2004), as plantas que crescem sob forte radiagdo desenvolvem

folhas espessas e apresentam um metabolismo mais ativo; como conseqiiéncia,

Foliar (RAF) e Razdo Peso Foliar (RPF) em plantas de O.
gratissimum  submetidas a diferentes condigdes de
luminosidades. UFLA, Lavras, MG, 2006. *As médias
seguidas da mesma letra ndo diferem significamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A AFE, que ¢ um indicativo da espessura da folha e estima a propor¢ao
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essas plantas apresentam uma maior producdo de matéria seca com um maior
contetido energético. Tal afirmagdo estd de acordo com o verificado na espécie
estudada (Figura 3 e Tabela 1).

As plantas mantidas sob malhas preta, vermelha e azul ndo evidenciaram
diferengas estatisticas entre si quanto a AFE. No entanto, observa-se que as
plantas sob malha azul tiveram o maior valor de AFE, indicando que as folhas
de O. gratissimum apresentam grande plasticidade fenotipica em resposta ndo
somente a intensidade luminosa, mas também a qualidade espectral da luz. Este
resultado estd de acordo com os observados para area foliar na Figura 3.

Sob condi¢des de sombreamento de 50%, sob malhas preta, vermelha e
azul, ndo houve diferencas significativas de RAF. No entanto, os valores de
RAF das plantas sombreadas foram superiores aos das plantas crescidas a pleno
sol. De acordo com Patterson (1980), aumentos na RAF constituem uma
adaptagdo da planta a baixa luminosidade, representando maior propor¢ao de
tecido fotossinteticamente ativo na forma de area foliar, estrutura interceptadora
de luz por exceléncia. A baixa RAF verificada no tratamento em pleno sol pode
ser considerada como benéfica, uma vez que menos material vegetal é exposto a
eventuais danos causados por excesso de luz (Claussen, 1996).

As plantas crescidas em ambiente de pleno sol e as sob malha azul
apresentaram menores valores de RPF que as plantas sob malhas preta e
vermelha. Isto informa que O. gratissimum sob pleno sol ou sob malha azul

aloca menos fotoassimilados para as folhas em relacdo aos demais tratamentos.

5.2 Conteudo de clorofilas e carotendides
A analise dos conteudos de clorofilas e carotendides revelou
significativa variabilidade nos tratamentos submetidos a diferentes condigdes

luminosas (Tabela 2).
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TABELA 2. Teores de clorofilas a, b e total (mg.g" de matéria fresca) , relagio
clorofila a/b e teores de carotendides totais em folhas de plantas
de O. gratissimum submetidas a diferentes condi¢oes de
luminosidade. UFLA, Lavras, MG, 2006.

) Sombreamentos
Pcl]%?:;?];ossﬁdicos Pleno sol 1\:3::1; Malha vermelha Niilll:la
(0%) (50%) (50%) (50%)
Clorofila a 0,194 ¢ 0,413 a 0,249 be 0,308 b
Clorofila b 0,060 ¢ 0,141 a 0,092 b 0,111b
Clorofila total 0,254 ¢ 0,554 a 0,341 be 0,419b
Clorofila a/b 3,230 a 2,929 b 2,706 ¢ 2,774 be
Carotendides 1662,55a 951,05 ¢ 1285,17 b 1136,92 be

Totais

*M¢édias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em plantas a pleno sol, o teor de clorofilas a, b e total foi reduzido em
relacdo as plantas dispostas sob sombreamentos. Diversos trabalhos, como os de
Atroch (1999), Castro (2002), Engel & Poggiani (1991), Ferraz & Silva (2001),
Fontes & Silva (2001), Gomes (2004), Lee et al. (2000), Lima Jinior (2004) e
Naves (1993), também relatam maiores teores de clorofilas em plantas
sombreadas em relacdo as de pleno sol. Fica evidente que a quantidade de
radiagdo influencia fortemente os teores de pigmentos cloroplastidicos.

Dentre as plantas sombreadas, as que cresceram sob malha preta
obtiveram maior producdo de clorofilas a, b e total. As altera¢des no contetido
dos pigmentos em resposta a composi¢do espectral da luz constituem uma
adaptacdo cromdtica que proporciona vantagem ecoldgica em virtude da
melhoria no desempenho fotossintético da planta (Larcher, 2004).

Nas plantas sombreadas, a razdo clorofila @ e b foi menor que nas

plantas pleno sol. A razdo entre clorofila a e b, de maneira geral, tende a
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diminuir com a reducgdo da intensidade luminosa (Boardman, 1977; Kozlwshi,
1991), devido a uma maior proporcdo relativa de clorofila b em ambientes
sombreados, que pode estar associada a sua degradagdo mais lenta em relagdo a
clorofila a (Engel & Poggiani, 1991). O aumento da proporgdo de clorofila b é
uma caracteristica importante de ambientes sombreados, uma vez que ela capta
energia de outros comprimentos de onda e a transfere para a clorofila a,
maximizando, assim, a captura de luz que efetivamente atua nas reagdes
fotoquimicas da fotossintese (Critchley, 1999).

A menor raziio clorofila a/b foi verificada em plantas sob malha
vermelha. Estes resultados revelam que O. gratissimum dispde de diferentes
estratégias no actimulo e uso dos pigmentos fotossintéticos em ambientes com
variagdes na disponibilidade e composi¢ao espectral da luz.

Quanto aos teores de carotendides pode-se verificar, na Tabela 2, que as
plantas submetidas a pleno sol produziram maiores quantidades destes
pigmentos em relacdo as plantas mantidas sob sombreamento. Tal resultado
pode ser compreendido pelo fato de esses pigmentos funcionarem como
fotoprotetores por meio do rapido quenching dos estados excitados da clorofila
(Taiz & Zeiger, 2004). Semelhantemente, Gongalves et al. (2001), trabalhando
com mogno e cumaru sob dois ambientes de luz, verificaram que os teores de
carotendides (ug.g”' MF) foram sempre maiores no ambiente de pleno sol.

Nos tratamentos sob malhas vermelha e azul, constataram-se teores
intermediarios de carotendides, enquanto os menores teores foram verificados
em plantas sob malha preta. Esta informacdo permite inferir que, em O.
gratissimum, a qualidade espectral influencia marcantemente a biossintese € o
acamulo de carotendides. Garcia-Plazaola et al. (1999), em trabalhos com
Quercus ilex, observaram aumentos consideraveis nos teores de carotendides e

antioxidantes (ascorbato, glutationa e a-tocoferol) em folhas a pleno sol em
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relagdo as folhas de sombra, e atribuiram esse fendmeno a capacidade de
resisténcia a fotooxidagao por excesso de luz.

De acordo com Weaver & Wrigley (1994), citados por Richardson
(1996), todos os carotendides absorvem fortemente a energia na mesma area do
espectro de radiagdo (do ultravioleta ao azul), mas a forma do espectro de
absorc¢do de cada carotendide € Unica. Os carotendides constituem integralmente
as membranas dos tilacoides e estdo, em geral, intimamente associados aos
pigmentos protéicos das antenas e dos centros de reagdo. A luz absorvida pelos
carotenoides ¢ transferida a clorofila para o processo de fotossintese. Logo, as
plantas sob malha azul foram, provavelmente, beneficiadas na captagdo de
radiagdo em relacdo as demais sombreadas, uma vez que os carotendides

absorvem a luz na regido dos 400-500 nm, faixa da luz azul do espectro.

5.3 Anatomia foliar

5.3.1 Microscopia de Luz

5.3.1.1 Avaliacées das secdes transversais

A folha de O. gratissimum L. foi caracterizada como dorsiventral e
anfihipoestomatica, as epidermes adaxial e abaxial uniestratificada e o
parénquima palicddico sdo constituidos por camada unica de células; ja o
parénquima lacunoso apresentou variacdes de 4 a 6 camadas (Figura 6). As
folhas das plantas crescidas a pleno sol apresentaram as espessuras do
parénquima palicadico, do parénquima lacunoso e a espessura do limbo maior
que das plantas crescidas em sombreamento parcial (Tabela 3), o que corrobora

os resultados de AFE.
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FIGURA 6. Secgdes transversais da folha de Ocimum gratissimum submetidas
as diferentes condi¢des de luminosidades. A- Pleno sol, B- Malha
preta, C- Malha vermelha, D- Malha azul. UFLA, Lavras, MG,
2006.

Foi observado maior alongamento das células do parénquima palicadico
¢ maiores espagos intercelulares no parénquima lacunoso nas folhas a pleno sol e
sob luz azul. Segundo Silva & Anderson (1985), nas plantas crescidas em altas
intensidades luminosas, o mesofilo ¢, geralmente, mais desenvolvido, com as
células do parénquima paligaddico mais altas e justapostas.

De acordo com Larcher (2004), nos espagos intercelulares a radiagdo ¢
totalmente refletida. Dessa forma, pode-se inferir que a maior quantidade de
espagos intercelulares presentes em plantas crescidas sob forte radiagdo constitui

um mecanismo adaptativo para a reflexdo do excesso de radiacdo.
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TABELA 3. Espessura (um) dos tecidos epidérmicos, parénquima paligadico
e lacunoso e espessura total de folhas de plantas de O.
gratissimum  submetidas a diferentes condigdes de
luminosidade. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Sombreamentos
Estrutura Foliar “pje, 57501 Malha preta  Malha vermelha Malha azul
(0%) (50%) (50%) (50%)

Epiderme adaxial 24,84 a 21,15a 22,65 a 2145a
Epiderme abaxial 16,08 a 13,83 a 14,01 a 14,19 a
Parénquima 71,55a  51,30b 54,96 b 54,00 b
paligéadico

Parénquima 120,81a  73,65b 73,05 b 72,15b
lacunoso

Limbo foliar 23328a 159,93b 164,67 b 161,79 b

*Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Evans (1999) afirma que existe uma estreita relacdo entre os espagos
intercelulares e as espessuras de parede celular na condutincia interna de CO,,
uma vez que essa condutancia ¢ constituida da difusdo de gases através dos
espacos intercelulares e da difusdo liquida entre a parede celular e os sitios de
carboxilagao.

As variagdes na anatomia foliar observadas em O. gratissimum se
assemelham as de outras espécies submetidas a diferentes regimes de luz. Zanela
(2001) observou que plantas de Hymenaea courbaril, Maclucra tinctoria e
Acacia mangium, quando cultivadas a pleno sol, apresentam folhas mais
espessas devido ao aumento da espessura do mesofilo e dos parénquimas
paligadico e lacunoso.

O decréscimo da espessura do limbo das plantas de O. gratissimum

cultivadas com intensidade luminosa e diferentes qualidade de luz reduzida deve
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ter ocorrido em virtude da diferenca da distribuicdo dos fotoassimilados.
Segundo Sert (1992), plantas de Glycine max L. em condi¢des de baixa
irradiancia apresentaram folhas mais delgadas devido ao consumo de
assimilados para a expansao da area foliar.

Na tentativa de elucidar a agdo morfogenética da radiacdo solar, Rizzini
(1976) afirmou que plantas submetidas a iluminagdo intensa apresentam
elevadas concentragdes de aglcares soltiveis e, como conseqiiéncia, ha aumento
da pressdo osmotica celular, causando uma diminui¢do no teor de agua dos
tecidos. Assim, ocorre um déficit hidrico nas folhas que gera um desvio de agua
dos meristemas. Em conseqiiéncia, o crescimento celular na fase de alongamento
¢ inibido e as paredes cessam a expansdo e tendem, por isso, a engrossar. O
resultado € a produgado de células menores, dotadas de paredes mais espessas.

Os tratamentos nao diferiram entre si quanto ao espessamento das
epidermes adaxial e abaxial. No entanto, a epiderme adaxial apresentou-se, em
geral, mais espessa que a epiderme abaxial. Este resultado mostra que o
espessamento da parede celular ndo foi uma caracteristica morfologica alterada

em fun¢do da variagdo de intensidade ou da qualidade espectral de luz.

5.3.1.2 Avaliagdes das se¢oes paradérmicas

Através da observagdo de cortes paradérmicos verificou-se a presenca de
estdmatos anomociticos; nos resultados da Tabela 4, observa-se que a densidade
e didmetros polar e equatorial de estdmatos sofreram consideraveis variacdes

entre os tratamentos e também entre as epidermes adaxial e abaxial
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TABELA 4. Numero de estomatos, didmetros polar (Didm. polar) e equatorial
(Didm. equat.) e razdo didmetro polar/equatorial (Diam.
polar/equat.) de estdmatos das faces adaxial e abaxial de folhas de
Ocimum gratissimum L. submetidas a diferentes condigdes de
luminosidade. UFLA, Lavras, MG. 2006.

Sombreamentos
Pleno Malha Malha Malha
Estdomatos sol preta vermelha azul
(0%) (50%) (50%) (50%)
- Densidade (upm?) 102,12 a 62,90 ¢ 40,70 d 80,66 b
.cg Diam. polar (um) 24,03 b 2394 b 26,01 a 24,05b
-]
§ Diam. equat. (um) 14,44 a 14,35 a 14,67 a 13,05b
=
Diam. polar/equat. 1,66 b 1,67 b 1,77 ab 1,84 a
= Densidade (um?) 242,72 b 298,96 a 285,64 a 220,52 b
=
% Diam. polar (um) 23,76 ab 23,17b 24,07 ab 25,31 a
D
é Diam. equat. (um) 15,79 a 11,97b 13,23 b 12,24 b
Diam.polar/equat. 1,50b 1,93 a 1,82 a 2,07 a
Densidade 034c  025b  014a  036¢
adaxial/abaxial

*Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A folha de O. gratissimum ¢ anfihipoestomatica; na face adaxial,

verificou-se que as plantas crescidas a pleno sol apresentaram maior densidade

de estdmatos que os demais tratamentos. A correlagdo positiva entre o aumento

da densidade estomatica e a elevagdo da irradidncia tem sido descrita por

diversos trabalhos (Atroch et al., 1999; Castro et al., 1998; Hanba et al., 2002).

Outros estudos tém demonstrado, ainda, a relagdo positiva entre o numero de
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estomatos ¢ a taxa fotossintética (Castro, 2002; Kundu & Tigerstedt, 1998).
Alguns autores (Abrams, 1987; Boardman, 1977; Medri & Lleras, 1980; Wiebel
et al,, 1994) inferem que o aumento na densidade estomatica permite que a
planta eleve a condutancia de gases e, assim, evite que a fotossintese seja
limitada sob diferentes condi¢cdes de ambientais.

Em relagdo aos tratamentos sombreados com malhas, observa-se que as
plantas sob malha azul apresentaram a maior densidade estomatica, indicando
que o ambiente de cultivo rico em comprimentos de onda na faixa do azul do
espectro pode estimular a produg@o de estdmatos na face adaxial de folhas de O.
gratissimum. Ja a radiagdo na faixa do vermelho e vermelho-distante
aparentemente provoca uma redugdo nesse pardmetro na face adaxial, ja que as
plantas mantidas sob malha vermelha possuiam o menor nimero de estdmatos
por area. E interessante ressaltar que as plantas crescidas sob malha azul
produziram aproximadamente 100% mais estdmatos na face adaxial que as
plantas sob malha vermelha.

Na face abaxial, as maiores densidades de estomatos foram verificadas
nos tratamentos com malhas preta e vermelha, ao passo que as menores
densidades de estdmatos foram encontradas nos tratamentos a pleno sol e sob
malha azul. Resultados semelhantes aos encontrados em O. gratissimum foram
descritos por Braga (2006), trabalhando com Dendranthema grandliflora, e por
Dignart (2006), trabalhando com Cattleya walkeriana.

A relacdo entre a densidade estomatica da face adaxial e abaxial revela a
estratégia fenotipica de O. gratissimum em variar a quantidade de estdmatos nas
epidermes em virtude da intensidade e da qualidade espectral da radiagdo no
ambiente de cultivo.

Rocha (2005) afirma que a analise da densidade estomatica ndo é um
parametro muito confidvel para a verificagdo da adaptabilidade anatomica de

uma espécie vegetal a um ambiente. Segundo o autor, uma forma segura de
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indicar a funcionalidade estomatica seria o formato das células guarda ¢ a
relagdo entre o didmetro polar e equatorial os estdmatos. Khan et al. (2002)
afirmam que quanto maior a relacdo didmetro polar/equatorial, mais elipsoide
sera o formato do estomato, sendo este formato caracteristico de estdomatos
funcionais, enquanto a forma arredondada esta associada a estdmatos que ndo
apresentam funcionalidade normal.

Os estomatos da face adaxial das plantas de O. gratissimum submetidas
ao sombreamento com malha azul apresentaram maior relagdo didmetro
polar/equatorial, indicando serem mais funcionais. Diversos autores tém
demonstrado uma estreita relacdo entre a luz azul e respostas estomaticas
(Frechilla et al., 2000; Karlsson, 1986; Parks, 2001; Schwartz & Zeiger, 1984;
Srivastava & Zeiger, 1995a). Na face abaxial a relacdo diametro polar/equatorial
dos estomatos evidenciou maior funcionalidade estomatica nas plantas sob
sombreamento que nas plantas ao pleno sol. Os resultados deste estudo
informam que as dimensdes dos estomatos de folhas de O. gratissimum
mostraram plasticidade adaptativa em resposta as condi¢des luminosas.

As paredes anticlinais das células epidermicas das plantas a pleno sol
apresentaram menos sinuosidade que as das plantas sombreadas. Este ¢ uma

tipica resposta morfoldgica para evitar perda excessiva de agua.

5.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissao: Cloroplastos

A ultraestrutura dos cloroplastos de 1aminas foliares de O. gratissimum é
mostrada na Figura 7. Observa-se que a estrutura e o tamanho dos cloroplastos
sofreram alteracdes em virtude do ambiente de cultivo. Nos tratamentos a pleno
sol, sob malhas azul e vermelha, ndo foram observadas diferengas significativas
quanto ao numero de cloroplasto (Tabela 5); nas plantas crescidas sob malha
preta foi evidenciada a menor quantidade de cloroplastos por célula. Em todos

os tratamentos, os cloroplastos foram observados préximos a parede celular;
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somente nas plantas mantidas a pleno sol algumas dessas organelas

encontraram-se dispersas no meio intracelular.

FIGURA 7. Fotomicrografias de transmissdo eletronica (MET) mostrando
cloroplastos e graos de amido nas células do parénquima
pali¢adico de laminas foliares de Ocimum gratissimum L.,
crescidos em diferentes condi¢des de luminosidades. A- Pleno sol,
B- Malha preta, C- Malha vermelha, D- Malha azul, CL-
cloroplasto, G- Grao de amido, P- Parede celular, EI- Espago
intercelular. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Pelos resultados observa-se que os maiores comprimentos € as menores
larguras de cloroplastos foram observados nos tratamentos sob malhas preta e
vermelha, o que caracterizou a presenga de organelas mais alongadas que nos

outros tratamentos. De acordo com sua forma e arranjo, os cloroplastos podem e
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dispor paralelamente as paredes celulares, aumentando a eficiéncia fotossintética

ou reduzindo os danos pelo excesso de luz.

TABELA 5. Valores médios das caracteristicas cloroplastidicas em plantas
jovens de O. gratissimum L. submetidas a diferentes condi¢oes
de luminosidades. G. de amido - Grao de amido no cloroplasto.

UFLA, Lavras, MG, 2006.
Sombreamentos
Cloroplastos Pleno sol Malha preta Malha Malha azul
0%) (50%) vermelha (50%)
(50%)

Nuamero/célula 11,4a 7,50 b 12,10 a 12,60 a
Area (nm?) 15,63 a 10,23 b 12,75 ab 1545 a
Perimetro (um) 17,55 ab 16,66 b 17,29 ab 18,66 a
Comprimento (um) 5,34 b 6,36 a 6,21a 5,94 ab
Largura (um) 3,70 a 2,30 ¢ 2,83 bc 3,15 ab
=
E Area (um?) 10,64 a 4,43 b 7,38 ab 8,53 a
3 Perimetro (um) 14,04 a 10,65 b 12,51 ab 13,68 a

*Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Segundo Schuerger et al. (1997), a luz azul é importante para o
desenvolvimento dos cloroplastos e tem-se mostrado mais eficiente que a luz
vermelha. Leong et al. (1985) afirmam que a exposi¢do a radiacdo na faixa do
vermelho e vermelho-distante durante o crescimento e desenvolvimento foliar
influencia significantemente o desenvolvimento dos cloroplastos.

Em todos os tratamentos foi observada a presencga de grios de amido, e
estes nao diferiram significantemente quanto a area e perimetro nos tratamentos a

pleno sol e sob malha azul. Nas plantas crescidas sob malha preta foram
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observados os menores valores de area e perimetro; as plantas mantidas sob
malha vermelha apresentaram valores intermedidrios para estas caracteristicas.

De acordo com Larcher (2004), as plantas que crescem sob forte radiag@o
desenvolvem células no mesofilo ricas em cloroplasto e tém uma maior produgéo
e um maior conteudo energético da matéria seca. No entanto, diante dos
resultados, observa-se que ndo apenas a intensidade, mas também a qualidade de
luz ¢ determinante para que se desenvolvam células do mesofilo ricas em

cloroplastos e graos de amido com dimensdes similares.

5.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura: Tricomas

Por meio das fotomicrografias em microscopio eletronico de varredura
(MEV) da superficie de folhas de O. gratissimum (Figura 8) foi possivel
verificar a presenca de tricomas tectores pluricelulares e tricomas glandulares,
captados e peltados e suas densidades, na epiderme adaxial, de folhas crescidas
nos diferentes tratamentos.

Metcalfe & Chalk (1983) descrevem os tricomas glandulares como
sendo estruturas secretoras de oleo essencial freqilentemente presentes nas
Lamiaceae, variando o numero de células secretoras, o comprimento da célula
peduncular, a quantidade do o6leo secretado, a densidade e seu arranjo na
epiderme. De acordo com estudos de Werker et al. (1985), os tricomas
glandulares peltados e capitados sdo diferentes quanto a morfologia, inicio e
duracdo da atividade secretora, modo de secrecdo e tipo de material secretado. O
termo secrecdo pode ser descrito como complexos processos de separacdo ou
isolamento de determinadas substincias do protoplasma celular, nos quais se
inserem a sintese de substidncias, o acimulo e o armazenamento em
compartimentos internos da célula e, até a eliminagdo em espagos subcuticulares

e entre células adjacentes, na superficie externa da planta (Fahn, 1988).
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FIGURA 8. Fotomicrografias de varredura (MEV) mostrando tricomas
tectores e glandulares na superficie de laminas foliares de
Ocimum gratissimum, crescidas em diferentes condigdes de
luminosidades. A- tricoma glandular peltado, B- tricoma
glandular captado. Densidade de tricomas: C- Pleno sol, D-
Malha preta, E- Malha vermelha, F- Malha azul. UFLA.
Lavras, MG, 2006.

133



A densidade de tricomas diferiu consideravelmente nas plantas sob
diferentes condi¢des de luminosidade (Figura 9). Nas plantas crescidas a pleno
sol foram verificadas as maiores quantidades de tricomas tectores e glandulares.
A elevada presenga de tricomas por unidade de area neste tratamento em relagao
as plantas sob malhas pode ser considerada como fator adaptativo da espécie ao
ambiente de alta irradiancia. Li et al. (1996), em estudos com Salvia officinalis e
Thymus vulgaris, verificaram que a freqliéncia de tricomas decresceu com os

niveis mais baixos de radiagdo solar.

M Pleno sol

@ Malha preta

£ Malha azul

O Malha vermelha

n® de tricomas /mm? de folha

T.G. Captado T.G.Peltado T. Tectores

FIGURA 9. Numero de tricomas glandulares e nao-glandulares por mm?® de
folhas de Ocimum gratissimum submetidas a diferentes
condi¢des de luminosidades. UFLA, Lavras, MG, 2006. *As
médias seguidas da mesma letra ndo diferem significamente
entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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De acordo com Larcher (2004), a densa cobertura de tricomas sobre a
superficie da folha ou a espessa parede celular nos tecidos da epiderme age
como filtros capazes de modificar a radiacdo direta em luz difusa, minimizando
o efeito da radiacdo intensa. Nas plantas crescidas sob malha vermelha, foram
observadas as menores freqiiéncias de tricomas tectores e glandulares, o que
indica que a malha vermelha alterou a composi¢do espectral do ambiente de
forma a inibir a producdo de tricomas por unidade de area. No entanto, ¢
possivel que as diferencas das expansdes foliares entre os tratamentos (Figura 2)
também tenham influenciado a freqiiéncia de tricomas na regido mediana das
folhas. Portanto, para confirmar essa hipdtese, seriam necessarios estudos que
determinassem também a freqiiéncia de tricomas nas regides apical e basal das
folhas.

Em relagdo as plantas crescidas sombreadas, aquelas sob malha azul e
preta foram as que tiveram uma tendéncia maior como produtoras de tricomas
glandulares peltados. Diversos autores t€m relacionado esse tricoma como sendo
o local responsavel pela producdo de o6leo essencial rico em monoterpenos
(Bosabalidis & Tsekos, 1982; Bruni & Modenesi, 1983) e fenilpropanoides
(Gang et al., 2001).

Através de fotomicrografias de cortes transversais foi possivel observar
que, na regido de ocorréncia de tricomas glandulares peltados, a epiderme
apresenta uma depressao, sendo que a célula da base do tricoma ocupa o centro
da depressdo (Figura 10). Também foi possivel visualizar a estrutura de um
tricoma glandular peltado com o espaco subcuticular, local de acimulo de 6leo

essencial.
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FIGURA 10. Eletromicrografia de seccdo transversal de lamina foliar de
Ocimum gratissimum L. A-Epiderme adaxial, B-Parénquima
palicddico, C-Parénquima lacunoso, D-Epiderme abaxial, E-
Tricoma glandular peltado seccionado,evidenciando o espaco
subcuticular, F- Tricoma glandular peltado intacto. G-Tricoma

tector pluricelular ndo ramificado. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Na epiderme abaxial a elevada freqiiéncia de tricomas tectores
impossibilitou a apropriada visualizagdo dos tricomas glandulares e inviabilizou
sua contabilizagdo (Figura 11). Segundo Werker (2000), os tricomas tectores
densamente distribuidos em folhas podem servir como uma barreira mecénica
contra temperaturas extremas, alta intensidade luminosa, perda excessiva de

agua, entre outros fatores.
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FIGURA 11. Fotomicrografias de varredura (MEV) mostrando a densidade
de tricomas tectores e glandulares na superficie abaxial de
laminas foliares de Ocimum gratissimum, crescidas em
diferentes condi¢bes de luminosidades. A- Pleno sol, B- Malha
preta, C- Malha vermelha, D- Malha azul. UFLA. Lavras, MG,
2006.

6 CONCLUSOES

As plantas de Ocimum gratissimum L. apresentam uma plasticidade

fisiologica e anatdmica para os diferentes tratamentos, com relag@o a radiagao.
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Sob pleno sol, O. gratissimum teve maior acimulo de matéria seca,
alocando maior parte dos fotoassimilados para o sistema radicular. A alta
irradidncia promoveu reducdo na area foliar, maior espessura foliar, maior
conteudo de carotenodides e¢ maior densidade estOmatos, tricomas tectores e
glandulares na superficie adaxial das folhas.

Nos tratamentos de sombreamento parcial, o efeito da radiagdo
transmitida pelas malhas coloridas alterou diversos parametros de crescimento
em O. gratissimum, o que evidenciou uma plasticidade fenotipica relacionada
qualidade espectral da luz.

A radiagdo transmitida pela malha azul proporcionou incremento na
altura, maior acumulo de matéria seca, maior area foliar ¢ maior funcionalidade
estomatica, o que indica ter ocorrido maior atividade fotossintética nesta
condi¢do luminosa em comparag¢ao as plantas sob malha vermelha e preta.

As plantas sob malha preta apresentaram redugdes na altura, matéria
seca, area foliar, espessura foliar e no nimero de cloroplastos por célula, que se

mostraram menores ¢ mais alongados em relacdo aos demais tratamentos.
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CAPITULO VI

INFLUENCIA DA LUZ NO ACUMULO E NA COMPOSICAO DO
OLEO ESSENCIAL EM Ocimum gratissimum L.
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1 RESUMO

MARTINS, Joeferson Reis. Influéncia da luz no acimulo e na composi¢dao do
6leo essencial em Ocimum gratissimum L. In: . Aspectos da germinacio
de sementes e influéncia da luz no desenvolvimento, anatomia e composicio
quimica do dleo essencial em Ocimum gratissimum L. Dissertagdo (Mestrado
em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG".

A espécie Ocimum gratissimum L. é um subarbusto aromatico pertencente a
familia Lamiaceae, considerado como importante produtor de 6leo essencial,
largamente utilizado na medicina popular. No presente estudo objetivou-se
avaliar o teor e as variagdes da composicdo quimicas do 6leo essencial de folhas
de plantas jovens de O. gratissimum crescidas sob diferentes condigdes
luminosas: pleno sol, sob malha preta (50%), malha vermelha (50%) e malha
azul (50%). A extrag@o do 6leo essencial foi realizada em aparelho de Clevenger
modificado. A detec¢do e quantificacdo dos compostos volateis foram realizadas
em cromatdgrafo gasoso Varian, modelo CP-3380, com detector FID (CG/FID).
Os resultados indicaram que o composto majoritdrio do o6leo essencial é o
eugenol e a porcentagem deste composto nos diferentes tratamentos variou de 83
a 88%. O sombreamento parcial proporcionou maior teor de 6leo essencial,
sendo que as plantas crescidas sob malha azul produziram 142% mais 6leo
essencial que as plantas a pleno sol. Portanto, a utilizagdo de malhas de
transmissao de luz na faixa do azul foi apropriada para obtencdo de maior teor
de dleo essencial em Ocimum gratissimum.

" Comité Orientador: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Orientador), Dr.
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.
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2 ABSTRACT

MARTINS, Joeferson Reis. The light influence in the accumulation of essential
oil in Ocimum gratissimum L. In: . Aspects of seeds germination and
influence of light on the development, leaf anatomy and chemical
composition of essential oil in Ocimum gratissimum L. Dissertation (Master in
Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil."

The species Ocimum gratissimum L., is an aromatic subshrub, belonging to the
family Lamiaceae, regarded as an important producer of essential oil, widely
utilized in folk medicine. In the present study, it was intended to evaluate both
the content and the variations of the chemical composition of the essential oil of
leaves of young plants of O. gratissimum grown under different light conditions:
Full sunshine, under a black mesh (50%), red mesh (50%) and blue mesh (50%).
The extraction of essential oil was performed in modified Clevenger apparatus.
The detection and quantification of the volatile compounds were carried out in a
Varian, gas chromatograph CP-3380 model, with a FID detector (CG/FID). The
results indicated that the majority compound of the essential oil is eugenol and
the percentage of this compound in the different treatments ranged from 83 to
88%. The partial shading provided increased content of essential oil, the plants
grown under blue mesh produced 142% as much essential oil as the plants in the
full sunshine. Therefore, utilization of light-transmitting meshes in the range of
blue was adequate for obtaining increased content of essential oil in Ocimum
gratissimum.

" Guidance Committee: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Adviser), Dr.
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Os vegetais apresentam uma grande flexibilidade quimiossintética para
produzir micromoléculas como as que compdem as misturas quimicas
complexas que sdo os dleos essenciais. Estes, por sua vez, podem conter 100 ou
mais constituintes orgénicos individuais, pertencentes as mais diversas classes
de compostos; entretanto, os terpenos e os fenilpropenos, derivados da rota
metabolica do acido mevaldnico e do &cido chiquimico, respectivamente, sdo as
classes mais comumente encontradas (Waterman, 1993).

Independentemente de sua composi¢do quimica, os 6leos essenciais sao
sintetizados e armazenados pelas plantas em estruturas anatomicas
especializadas, tais como idioblastos, cavidades, canais e tricomas glandulares
(Fahn, 1975), e podem estar envolvidos em varios dos aspectos da interagdo
animal-planta, planta-microrganismo e da interferéncia planta-planta (Gottlieb &
Salatino, 1987).

A biossintese dos oleos essenciais ¢ determinada geneticamente, porém
sua composi¢cdo ¢ a quantidade desses compostos variam acentuadamente em
fun¢do das condi¢des ambientais.

Apresentam-se como importantes fatores ambientais a luz (intensidade,
qualidade e fotoperiodo), a latitude, a temperatura, o solo (propriedades
quimicas e fisicas), os ventos, os macro ¢ micronutrientes ¢ a disponibilidade
hidrica.

A luz atua de forma significativa e complexa influenciando o acimulo e
a variedade dos componentes dos 6leos essenciais, uma vez que afeta direta ou
indiretamente a producdo de fitomassa, a propor¢do de orgdos e as vias

biossintéticas destes metabdlitos secundarios.
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Segundo Jorge et al. (1992), no género Ocimum (Lamiaceae) as
caracteristicas quimicas sdo mais distintivas que as caracteristicas anatdmicas e,
portanto, de maior importancia diagnostica dos quimiotipos, com base nos
componentes principais dos O6leos essenciais. Nesse género, 0s tricomas
glandulares peltados sdo os locais de biossintese e armazenamento de
fenilpropendides volateis encontrados na superficie de suas folhas (Gang et al.,
2001). A radiagdo solar pode atuar como estimulante na formagdo desses
tricomas (Yamaura et al., 1989) e, conseqiientemente, alterar os niveis e a
composicdo do o6leo essencial (Letchamo et al., 1994; Letchamo & Gosselin,
1996).

No género Ocimum destaca-se a espécie Ocimum gratissimum L., um
subarbusto aromatico pertencente a familia Lamiaceae, originario da Asia e
Africa e subespontineo em todo territério brasileiro, sendo popularmente
conhecido como alfavacdo, alfavaca e alfavaca-cravo (Lorenzi & Matos, 2000).

A alfavaca ¢ largamente utilizada na medicina popular por possuir 6leo
essencial rico em eugenol, um fenilpropanéide com propriedades bactericida
(Nakamura et al., 1999) e fungicida (Lemos et al., 2005). A bioatividade do 6leo
essencial dessa espécie tem sido verificada em organismos de elevada
patogenicidade como Leishmania amazonensis (Ueda-Nakamura et al., 2006),
Candida ssp (Nakamura, 2004), Herpetomonas samuelpessoai (Holetz et al.,
2003), Streptococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonela ssp, Klebsiela
pneumoniae, Proteus vulgare, Aspergillus fumigatus, Trichophyton
mentagrophytus (Gulati & Sinha, 1990; Ndounga & Ouamba, 1997).

Diferentes condi¢des de cultivo podem ser estabelecidas a fim de
aumentar a concentragdo de principios ativos em espécies medicinais. Para tanto,
€ necessario considerar as condigdes ambientais 6timas de cada espécie, uma vez
que esses fatores proporcionam respostas diferenciadas, especialmente sobre os

oleos essenciais.
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Neste contexto, as malhas coloridas representam um novo conceito
agrotecnologico, que objetiva combinar a prote¢do fisica, juntamente com a
filtragem diferencial da radia¢do solar, para promover respostas fisiologicas
desejaveis, reguladas pela luz (Shahak et al., 2004). De modo diferente das casas
de vegetacdo, as malhas exercem uma menor interferéncia sobre o microclima
da planta; entretanto, sdo capazes de modificar tanto a quantidade como a
qualidade da radiag@o solar transmitida, determinando modificagdes opticas da
dispersdo e reflectancia da luz (Oren-Shamir et al., 2001).

Buscando compreender o comportamento fisiologico da espécie O.
gratissimum L. para o estabelecimento das melhores condigdes de cultivo, o
presente estudo avaliou a produgdo e a composi¢do do 6leo essencial em plantas
crescidas sob diferentes regimes de luminosidade: a pleno sol, com 0% de

sombreamento, e sob malhas preta, vermelha e azul, de 50% de sombreamento.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na area experimental do Setor de
Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). O municipio de Lavras esta localizado na regido sul de Minas
Gerais, a 918 m de altitude, latitude 21°14’S e longitude 45°00°W GRW.
Segundo a classificagdo de Koppen, o clima regional é do tipo Cwa, mas
apresenta caracteristicas de Cwb com duas estagdes bem definidas, uma fria e
seca, de abril a setembro, ¢ outra quente e imida, de outubro a margo (Brasil,
1992). Os dados climatologicoas da cidade de Lavras, MG, foram fornecidos
pela estacdo climatologica do Departamento de Engenharia Agricola da UFLA e

estdo expostos na Figura 1.
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FIGURA 1. Dados de temperatura maxima, minima e média (°C), precipitagdo
pluviométrica (mm), insolagdo total (horas) e umidade relativa do
ar (%) durante o periodo de janeiro a julho de 2006. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

As mudas foram formadas a partir de sementes provenientes de plantas
adultas de O. gratissimum, localizadas nas proximidades do campus da UFLA.
Estas plantas foram previamente identificadas taxonomicamente e exsicatas
foram depositadas no Herbario ESAL, do Departamento de Biologia da UFLA,

sob o numero de registro 20.0037.
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As sementes coletadas foram semeadas em tubetes plasticos com
substrato Plantmax® e mantidas a temperatura ambiente, em viveiro sob 50% de
sombreamento, por um periodo de dois meses, até se estabelecerem. Apds este
periodo, as mudas foram transplantadas para tubo cilindrico de PVC com
dimensdes de 15 x 30 cm contendo substrato a base de terra de subsolo e areia,
na propor¢do de 2:1, previamente analisado no Laboratdério de Solos da UFLA
(Anexo 1A). A partir dessas andlises foram incorporados ao substrato
superfosfato simples na proporgdo de 300g/m’, cloreto de potassio (300g/m’) e
agrosilicio (1000g/m’).

As mudas de O. gratissimum foram divididas em quatro grupos de 50
unidades cada e submetidas aos tratamentos de sombreamento. O primeiro
tratamento consistiu em manter as mudas a pleno sol (0% de sombreamento), o
segundo tratamento foi estabelecido sob malha preta que, segundo o fabricante,
atenua a radiagdo solar em 50%. No terceiro e quarto tratamentos, as mudas
foram colocadas sob malhas especiais ChromatiNet vermelha 50% e
ChromatiNet azul 50%. As malhas utilizadas no experimento foram fornecidas
pela empresa Polysac Plastic Industries”. De acordo com o fabricante, a malha
ChromatiNet vermelha 50% muda o espectro da luz que a atravessa, reduzindo
as ondas azuis, verdes e amarelas e acrescentando as ondas vermelha e
vermelha-distante. Enquanto isso, a malha azul 50% muda o espectro da luz,
reduzindo as ondas na faixa do vermelho e vermelho-distante e acrescentando as
ondas azuis.

A intensidade da radia¢do foi medida por meio de um quantdmetro-
fotometro-radiometro LI-COR, modelo LI-185, equipado com um sensor
quantico. A radiagdo solar foi expressa em pumol.m™.s™. No tratamento a pleno
sol foi observada intensidade de 1500 pmol.m™s™, correspondendo a 100% da
radiagdo incidente, sob malha preta 660 pmol.m™.s" (44%), sob malha vermelha

690 pmol.m?>s”' (46%) e sob malha azul 650 pmol.m?>s” (43%). Essas
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medigdes foram feitas em 30/04/2006 as 12:00 horas, dia claro, sem presencga de

nuvens.

4.1 Procedimento de coleta do material vegetal, extracdo do déleo essencial e
seu teor percentual.

Ao final do 4° més ap6s o transplantio (08 de julho de 2006), as folhas
foram coletadas as 12:00 horas, a partir de 40 plantas de Ocimum gratissimum
(em amostragem composta) de cada tratamento.

As folhas foram levadas para o laboratorio, no qual se realizou uma
selecdo do material, descartando as folhas injuriadas. Posteriormente, as folhas
foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e mantidas em estufa com
circulagdo de ar forgada, Fanem Mod 320-SE, regulada a 35°C. Amostras do
material foram retiradas diariamente para determinagdo da porcentagem de
matéria seca. A massa constante foi adotada como critério indicativo do término
da secagem. Terminada a secagem e a determinacdo da porcentagem de matéria
seca em relagdo a fresca, foi realizada a extragdo do 6leo essencial.

Para a extracdo do dleo essencial foram utilizadas amostras de 15 g de
folhas secas. O material vegetal foi submetido a hidrodestilagdo em aparelho de
Clevenger modificado por Wasicky & Akisue (1969), durante uma hora e trinta
minutos para cada repeticdo. O material vegetal foi colocado em baldo
volumétrico de 1.000 mL, ao qual foi acrescentado um volume de 500mL de
agua destilada. O tempo de extragdo adotado foi de 90 minutos, contados a partir
do inicio da fervura. Apds o periodo de extragdo, o hidrolato, obtido de cada
hidrodestilacdo foi, entdo, submetido a particdo liquido-liquido em funil de
separacdo, com trés por¢des de 10 mL de diclorometano (cada porgdo descansou
por 20 minutos, totalizando 60 minutos por repeticdo). As fracdes organicas de
cada repeticdo foram reunidas e desidratadas com trés gramas de sulfato de

magnésio anidro. O sal foi removido por filtragdo simples e o solvente,
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evaporado a temperatura ambiente em capela de exaustdo de gases até alcangar
peso constante, obtendo-se o 6leo essencial purificado. Diante da massa obtida,
determinou-se o teor percentual do dleo essencial nas folhas de O. gratissimum

pela formula:

T%= Massa do 6leo (g) / 15g x 100.

4.2 Analise qualitativa do 6leo essencial

A separagdo e detecgdo dos compostos volateis foram realizadas no
Laboratorio de Cromatrografia Gasosa ¢ Espectro de Massas do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), em
cromatografo gasoso Varian, modelo CP-3380, com detector FID (CG/FID) e
coluna capilar SE30 (Alltech) de 30m de comprimento por 0,25mm de diametro
interno. As condi¢des de analise otimizadas para esta coluna foram as seguintes:
temperatura do injetor: 300° C, split 1/100; programag¢do da coluna: temperatura
inicial de 50°C, elevagdo até 160°C a 3°C/min, temperatura final de 300°C
atingida a 20°C/min; a quantidade de amostra injetada foi de 2uL; as amostras
foram diluidas a 1% em cloroférmio; a temperatura do detector FID 300° géas
de arraste: hidrogénio a 2,0 mL/min.; tempo total de corrida: 50 minutos.

Injetou-se, nas mesmas condigdes das amostras, uma mistura de
hidrocarbonetos Cs-C1;7 (Figura 2). Fez-se a analise de regressao linear do tempo
de retencdo em fun¢@o do numero de carbonos de cada hidrocarboneto (Figura
3). A partir da equagdo obtida e do tempo de retengdo de cada composto, foi
calculado o Indice de Kovats (IK) ou indice de retengdo relativo dos compostos
da amostra do 6leo essencial (Martins, 2000). Os IKs foram comparados com os
dados disponiveis na literatura (Davies, 1990) e aos descritos na biblioteca NIST

69 (National Institute of Standards and Technology).
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FIGURA 2. Cromatograma da mistura de hidrocarbonetos Cs-C,; para
confeccdo da curva de regressao.
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FIGURA 3. Curva de regressdo do tempo de retengdo em fungdo do
indice de kovats de cada hidrocarboneto da mistura Cg-Cy.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas de O. gratissimum L. coletadas nas condig¢des descritas acima
apresentaram rendimento percentual de matéria seca de, em média, 26,73%.
Essa perda de umidade estd dentro da faixa de redugdo de massa considerada
aceitavel para folhas, de acordo com Sartério (2000), a qual estd em torno de 20
e 75%.

O rendimento de o6leo essencial foi significantemente afetado pelas
condi¢des de luminosidade a que as plantas de O. gratissimum L. foram
submetidas. Na Figura 4, observa-se que as plantas crescidas a pleno sol
obtiveram o menor rendimento de oOleo em relagdo aos tratamentos com
sombreamento parcial. As plantas sob malhas preta e vermelha ndo diferiram
entre si, enquanto aquelas sob malha azul apresentaram a maior produgdo

percentual de 6leo essencial (142% a mais em relag@o ao tratamento a pleno sol).

Rendimento (%)

Pleno sol Malha preta Malha vermelha  Malha azul

Tratamentos

FIGURA 4. Rendimento de oOleo essencial nas folhas de Ocimum
gratissimum L. crescidas sob diferentes condigdes luminosas.
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Pode-se inferir, portanto, que o sombreamento, sobretudo o
proporcionado pela malha azul, pode promover a ativagdo das rotas do
metabolismo secundario em O. gratissimum L. Dentre as diversas enzimas
importantes na biossintese de moléculas presentes no oOleo essencial, a
fenilalanina amonialiase (PAL) tem sido considerada como reguladora na
formacdo de muitos compostos fendlicos, inclusive o eugenol (Taiz & Zeiger,
2004). Loschke et al. (1981) observaram que a atividade da PAL aumentava
quando plantulas de Pisum sativum L. eram submetidas a luz azul; o mesmo
efeito foi verificado por Attridge (1974) trabalhando com Cucumis sativus.

Guenter (1943), em estudos dos diferentes quimiotipos de O.
gratissimum L. de diferentes regides geograficas, encontrou rendimentos de 6leo
essencial variando entre 0,1-0,6%. Yayi et al. (1999), em oito acessos selvagens
dessa mesma espécie, encontraram rendimento de 6leo essencial de 0,2 a 0,9%.
Sanda et al. (2001) verificaram que o rendimento de O. gratissimum L. em
folhas frescas permaneceu relativamente constante, em torno de 0,16%, durante
5 meses de cultivo.

Duas espécies da familia Lamiaceae foram estudadas por Li et al.
(1996), que avaliaram a producdo de 6leo essencial sob diferentes condi¢des de
sombreamento. Em Thymus vulgaris, a producéo de dleo foi maior nas plantas
crescidas em luminosidade total, diminuindo com o decréscimo dos niveis de
luz. Por outro lado, em Salvia officinalis, as plantas crescidas no sombreamento
parcial apresentaram o maior teor de dleo.

As variagdes nos percentuais dos teores de oleo essencial em funcao de
alteracdes na intensidade e qualidade espectral da radiacdo solar evidenciam que
o estabelecimento de condi¢cdes luminosas especificas ¢ fundamental para
maximizar a produg¢do de principios ativos. As respostas celulares a luz sdo
provavelmente indiretas. Elas devem resultar de mudangas localizadas no

equilibrio dos hormdnios e metabolitos, que, por sua vez, podem ser causadas
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por mudancas na permeabilidade da membrana mediada pelo fitocromo e
mudangas enzimdaticas resultantes da atividade de genes-chave (Tanaka et al.,
1989).

Na Tabela 1 estdo dispostos os resultados da analise dos cromatogramas
(Figuras 5 a 8), em que estdo em destaque, através de numeros arabicos, oS
compostos identificados. Fica evidente a presenca de duas classes de
metabdlitos, terpenos e um fenilpropandide, o eugenol, sendo este o composto
majoritario. A concentragdo do eugenol no 6leo essencial variou entre 83 e 88%.
Isto informa que as plantas de O. gratissimum L. utilizadas neste experimento
sdo pertencentes ao quimiotipo eugenol, como descreve Matos (1998). Os
terpenos identificados podem ser considerados como componentes minoritarios.

Estudando O. gratissimum L. de diferentes regides geograficas, Guenter
(1943) verificou que o 6leo essencial continha eugenol variando de 55 a 89%.
Vostrowsky et al. (1990) verificaram que o 6leo de O. gratissimum cultivado nas
condi¢des climaticas da Amazdnia brasileira continha 46,38% de metil-eugenol
e 19,26% de eugenol. Ja o estudo realizado por Colson (1991) destacou o
eugenol como principal constituinte do 6leo das folhas, com teores variando de
43 a 56%. O horario da coleta das folhas determinou consideravelmente o
conteido de eugenol, em estudo de Silva et al. (1999), sendo que o maior

percentual de eugenol foi obtido na coleta realizada as 12:00 horas, 98%.
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TABELA 1. Constituintes do 6leo essencial das folhas de O. gratissimum L.,

cultivadas em diferentes condi¢cdes de luminosidade. O simbolo
N° refere-se aos picos destacados nos cromatogramas e IK
corresponde aos indices de Kovats. UFLA, Lavras, MG.

Tratamentos
N IK Composto Pleno Malha Malha Malha
sol preta vermelha  Azul
(%) (%) (%) (%)
1 1322  Eugenol 83,42 85,97 87,51 88,39
2 1338  Terpinil 1,01 1,16 0,88 1,03
acetato
3 1376 1sobornil 534 452 418 427
propionato
4 1387 pB-Elemeno 1,13 1,17 0,86 0,82
5 1408 pB-Bourboneno 1,1 0,87 0,67 0,69
6 1436 B —Gurjuneno 1,41 2,46 2,11 1,43
7 1481 p-Selineno 1,84 1,27 1,17 1,14
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FIGURA 5. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de plantas de Ocimum
gratissimum L. crescidas a pleno sol. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 6. Cromatograma do ¢leo essencial das folhas de plantas de
Ocimum gratissimum L. crescidas sob malha preta (50%).
UFLA, Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 7. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de plantas de Ocimum
gratissimum L. crescidas sob malha vermelha (50%). UFLA, Lavras, MG, 2006.

14.0 175 21.0 244 279 314 3.9 min.

FIGURA 8. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de plantas de Ocimum
gratissimum L. crescidas sob malha azul (50%). UFLA, Lavras,
MG, 2006.
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6 CONCLUSOES

As folhas das plantas de Ocimum gratissimum L. apresentaram, em
média, 26,7% de matéria seca.

Os teores percentuais de dleo essencial de O. gratissimum L. variaram
consideravelmente em funcao da intensidade e qualidade da luz no ambiente de
cultivo.

As plantas de O. gratissimum L. crescidas em condi¢gdes de
sombreamento parcial acumularam maior quantidade de oleo essencial que
aquelas a pleno sol.

A qualidade espectral da radiacdo no ambiente sob malha azul
proporcionou uma producdo 142% maior de 6leo essencial por unidade de massa
seca em relagdo as plantas sob pleno sol.

As plantas de O. gratissimum L. utilizadas neste experimento sdo do
quimiotipo eugenol, uma vez que este € o composto majoritario do oleo

essencial, com concentragdes variando entre 83 e 88% nos tratamentos.
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TABELA 1A. Analise quimica do solo utilizado como substrato para
cultivo das mudas de Ocimum gratissimum L.

Parametros Substrato
pH em agua 5,9
P (mg/dm*) 2,5
K (mg/dm’) 62
Ca (cmolc/dm?) 2,2
Mg (cmolc/dm?) 0,4
Al (cmolc/dm?) 0,0
H + Al (cmolc/dm?®) 2,6
SB (cmolc/dm®) 2,8
t (cmolc/dm’) 2,8
T (cmolc/dm?) 54
V (%) 51,5
MO (dag/kg) 2,9
P-rem (mg/L) 2,6
Zn (mg/dm’) 34
Fe (mg/dm?) 73,3
Mn (mg/dm’) 62,1
Cu (mg/dm’) 5,7
Br (mg/dm?) 0,4
S (mg/dm?) 158,7

*Fonte: Laboratorio de Fertilidade do Solo do Departamento de Ciéncia
do Solo da UFLA, Lavras, MG, 2005.
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