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RESUMO GERAL

O manjericdo (Ocimum spp) € uma planta da familia Lamiaceae de
porte varidvel, que apresenta propriedades aromaticas, condimentares e
medicinais, com Oleo essencial de grande valor de mercado. Espécies de
manjericdo sdo facilmente encontradas em mercados de todo Brasil e
apresentam grande variabilidade morfoanatémica e quimica. O objetivo
do presente trabalho foi analisar anatomicamente cinco acessos do
género Ocimum, encontrados no mercado de hortalicas de Brasilia, DF e
Salvador, BA, comparar suas caracteristicas e avaliar a influéncia da
sazonalidade no rendimento e composi¢cdo quimica do dleo essencial,
teor de linalol, 1,8-cineol e eugenol e na quantidade em miligramas de
linalol e 1,8-cineol de um acesso de Ocimum basilicum. O experimento
foi conduzido na Embrapa, Instituto de Biologia da UnB e Estacédo
Biologica de Brasilia, UnB, onde os acessos foram multiplicados por
estaquia e cultivados em estufa tipo glasshouse. Ap0s o enraizamento
as plantas foram transplantadas para o campo, onde permaneceram por
seis meses até a coleta das amostras para analise anatémica. As coletas
para extracdo de 6leo essencial foram efetuadas nas estacdes chuvosa e
seca. Realizaram-se cortes transversais, paradérmicos e microscopia
eletronica de varredura das amostras. As extracGes foram feitas por
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger modificado e a andalises foram
realizadas em cromatégrafo Shimadzu, GC 17A. A identificacdo dos
constituintes foi feita baseada nos espectros de massa obtidos em
Agilent 5973N. Na anatomia das folhas, foram observadas diferencas
entre os acessos estudados em relacdo ao tamanho de tricomas tectores
e sua presenca nas faces adaxial e abaxial. Os tricomas glandulares
foram observados em todos os acessos e em ambas as faces. O formato
do peciolo também apresentou diferencas entre os acessos. Os
estdmatos foram classificados como diaciticos. Foram observados trés
tipos de tricomas, que estdo presentes em todos 0Ss acessos: tricomas
tectores unisseriados e pluricelulares; tricomas glandulares capitados,
ao mesmo nivel da epiderme (com uma célula basal, um pedunculo e

duas células apicais) e tricomas glandulares peltados, em depressdes
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(com uma célula basal e de uma a quatro células apicais). Os trés
compostos majoritarios encontrados no Oleo essencial do acesso
estudado foram linalol, 1,8-cineol e eugenol. Houve efeito de época
para o rendimento de Oleo essencial, a percentagem relativa dos
compostos majoritarios e a quantidade em miligramas de linalol, sendo
que os maiores rendimentos foram observados na estagdo chuvosa. Os
resultados permitem concluir que a caracterizacdo anatémica é uma
ferramenta essencial para a diferenciacdo de acessos comerciais do
género Ocimum encontrados em mercados e evidenciam que a época de
colheita é um fator determinante para aumento do rendimento e

obtencdo de dleo essencial de melhor qualidade.

Palavras chave: Ocimum, anatomia, 6leo essencial, sazonalidade.



GENERAL ABSTRACT

The basil (Ocimum spp) is a complex of the Lamiaceae family of
variable shape, that presents aromatical, condimentar, and medicinal
properties, with essential oil of great value of market. Species of basil
are easily found in markets of all Brazil and present great morpho-
anatomic and chemical variability. The objective of the present work
was to analyze anatomically five accesses of the Ocimum spp, found in
the market of vegetables of Brasilia, DF and Salvador, BA, to compare
its characteristics and to evaluate the influence of the seasonality in the
yield and chemical composition of the essential oil, concerning linalol,
1,8-cineol and eugenol and in the amount in milligrams of linalol and
1,8-cineol of one access of Ocimum basilicum. The experiment was
conducted in the Embrapa, the Institute of Biology of UnB and
Biological Experiment Station of Brasilia-UnB, where the accesses had
been multiplied by cutting and cultivated in glasshouse. After the
rooting the plants had been cultivated in field, where they had remained
for six months until the collection of the samples for anatomical
analysis. The collections for essential oil extraction had been effected
in the rainy and dry seasons. Transversal, paradermic cuts and
electronic microscopy were done to analysis. The extractions were made
by hidrodistillation in modified Clevenger device and the analyses had
been carried out through Shimadzu chromatograph, GC 17A. The
identification of the constituents was made based in the specters of
mass gotten in Agilent 5973N. In the anatomy of leaves, differences
between the accesses studied in relation to the size of tector trichomes
in adaxial and abaxial faces of leaves were found. Glandular trichomes
had been observed in all the accesses and in both leave faces. The
shape of petiole also presented differences between the accesses as well
as the number of tector trichomes and its presence in the leave faces.
The stomata had been classified as diacitic. Three types of trichomes
had been observed to all the accesses: uniseriate and pluricellular

tector trichomes; capitate glandular trichomes, the same the level of the
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epidermis (with a basal cell, a stalk and two peltate cells) and
glandular trichomes in depressions (with a basal cell and one to four
apical cells). The three majority components found in the essential oil
of one studied access had been linalol, 1,8-cineol and eugenol. It had
effect of season for the essential oil yield, the relative percentage of
majority components and the amount in milligrams of linalool. The
biggest yields had been observed in the rainy station. The results allow
conclude that the anatomical characterization is an essential tool for
the differentiation of commercial accesses of the Ocimum found in
markets and evidences that the time of harvest is a determinative factor
for increase of the yield and essential oil attainment of better quality.

Key words: Ocimum, anatomy, essential oil, seasonality.
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INTRODUCAO GERAL

O estudo das plantas medicinais brasileiras concentrou-se
principalmente na &rea quimica, e este estudo foi realizado, em sua
maioria, por cientistas estrangeiros (MATOS, 1990). O mesmo autor
afirma que das centenas de espécies medicinais existentes, apenas cerca
de 5% tem sido objeto de pesquisa.

Dentro da familia Lamiaceae, o género Ocimum é importante fonte
de muitos Oleos essenciais, sendo usado na medicina popular de
praticamente todos os continentes (ALBURQUERQUE & ANDRADE
1998; SIMON et.al., 1999; SOBTI & PUSHPANGADAN, 1982 e VIEIRA
& SIMON, 2000).

A espécie Ocimum basilicum L., € uma especie que apresenta
propriedades aromaticas, condimentares e medicinais, por ser rica em
6leos essenciais. E muito usada nas indGstrias farmacéutica e de
alimentos em geral. Algumas cultivares de Ocimum basilicum
(manjericdo) sdo vendidas no segmento das hortalicas. Os manjericdes
habitualmente encontrados nas feiras do Brasil apresentam-se variaveis
em suas caracteristicas morfoldgicas, dependendo da comunidade, tipo
de feira ou do estabelecimento escolhido pelo consumidor (SANSON,
2006).

Encontram-se manjericdes de folha pequena, média ou grande
bem como de folha |lisa, crespa ou arroxeada. As cultivares
predominantemente roxas ndo sdo encontradas neste segmento do
mercado por tratarem-se de plantas geralmente comercializadas como
ornamentais, mas algumas das que sdao vendidas para molho sao
parcialmente arroxeadas com folhas de tamanho pequeno a médio.

A maioria dos manjericbes coletados em feiras produz pouca ou
nenhuma semente, de forma que sdo propagados por estaquia. Alguns
dificilmente florescem ou até mesmo ndo o fazem, dependendo da
regido. No entanto encontram-se entre eles alguns que produzem flores
e sementes e alguns hibridos que, sendo inférteis, produzem apenas

flores.



Os acessos de folhas pequenas geralmente estdo ligadas a espécie
Ocimum basilicum var. minimum (SILVA et al. 2003), embora alguns
autores considerem a variedade como pertencendo a espécie O.
minimum, e, quando roxas e lisas, pertencendo provavelmente ao taxon
O. minimum var. religiosum (ALBUQUERQUE & ANDRADE, 1998).

As partidas que chegam as feiras e aos supermercados
selecionadas para a finalidade horticola despertam a atencdo pela
quantidade de morfotipos oferecida, o0 que corresponde a uma
variabilidade na composicdo do 6leo essencial. (SANSON, 2009).

Morales & Simon, (1996) citam o fato de que ha muitos cultivares
de manjericdo (Ocimum basilicum L.), com grande variagdo no tamanho
e na cor da folha (de verde a roxo), na cor da flor (branca, vermelha,
purpura, roxa), no habito de crescimento, forma, altura, época da
floracdo e no aroma, tornando-a cada vez mais popular como tempero e
ornamento. Definido como de polinizacdo cruzada, no entanto, muitos
cultivares entrecruzam e formam hibridos interespecificos (MORALES
& SIMON, 1996).

Santos (2007) realizou ensaios com o objetivo de avaliar o valor
da transferéncia de caracteres entre cultivares de O. basilicum L., e
descrever a variabilidade da <cor pdrpura e demais caracteres
morfolégicos em mudas de um tipo segregante de O. basilicum L., de
interesse para o0 mercado de plantas ornamentais. O autor avaliou varias
formas e verificou forte regressdo da cor purpura para a cor verde nas
progénies.

Pushpangadan (1974) formulou uma classificacdo infragenérica do
grupo Ocimum, o dividindo em dois grupos: basilicum e sanctum. O
grupo (sub-grupo) Basilicum contém plantas herbaceas anuais ou
perenes com sementes pretas, elipséides e muito muscilaginosas e com
um numero basico de cromossomos de n=12. O grupo (sub-grupo)
Sanctum é representado por arbustos perenes com sementes marrons,
globosas e ndo ou muito pouco muscilaginosas com um nuamero béasico

de cromossomos de n=8.



O manjericdo cresce bem em cultivo protegido em residéncias,
desde que se removam os primordios florais, pois, por tratar-se de
cultivo anual, apés a producdo de flores e sementes, ocorrera a
senescéncia. A poda sisteméatica resulta numa planta compacta e num
suprimento constante de folhas para a cozinha. A adubac¢do deve ser
feita uma vez por més e o solo deve ser mantido sempre tmido (PRENIS
et al., 1990). O regime de luz adequado deve ser %2 sombra para retardar
o florescimento. Entretanto a espécie adapta-se ao sol pleno (GARDE &
GARDE,1977; OSBORNE,1974).

As melhores condi¢Oes para o manjericdo sdo os climas quentes ou
amenos. Nos climas frios é cultivado em estufas. Desenvolve-se melhor
nos solos fofos, bem drenados e ricos em matéria organica.
(BUSTAMANTE 1996; HERTWIG, 1986; CORREA JR. et al., 1991).

Os manjericGes sdo plantas de facil cultivo a partir de sementes,
que germinam em menos de uma semana em solo quente. Plantas jovens
sdao facilmente transplantadas e devem ser plantadas em solo quente
com o espacamento de aproximadamente 30 cm. Devem ser semeados
anualmente, mas em Dboas condi¢cdes, as sementes gernimam
espontaneamente (PRENIS et al., 1990).

O plantio das sementes deve ser feito na primavera e a
germinacdo ocorre em oito a dez dias. O repique é feito quando a
planta tem de 5 a 6 folhas. O espacamento é em geral de 20-30 cm em
todos os sentidos. O transplante deve ser feito apds trés meses de
plantio para um terreno ou vaso. O solo deve estar leve, bem adubado e
irrigado (OSBORNE, 1974).

Hertwig (1986) sugere que a semente seja coberta com uma fina
camada de solo ao ser plantada para otimizacdo da germinacdo. AS
sementes, que sdo de cor negra, ao serem semeadas apresentam uma
tonalidade azul, pois a umidade do solo atua sobre a mucilagem que a
recobre. A germinacdo ocorre, em geral, de 10 a 14 dias ap6s o plantio.
O autor sugere um espacamento médio entre linhas de plantio de 20 a 30

cm.



Sdo relatados quatro problemas fitossanitarios principais que
ocorrem com maior frequéncia no cultivo dos manjericées. Bustamante
(1996) aponta trés problemas fitossassanitarios como sendo 0s mais
importantes: o tombamento das sementeiras causado por fungos de solo,
pulgbes e formigas e o apodrecimento das raizes da planta adulta
causado por excesso de &gua no solo. O autor recomenda o controle
quimico para os pulgdes e formigas. Varios autores descreveram o
parasitismo do nematdéide Meloidogyne javanica sobre Ocimum
basilicum registrando o decréscimo na biomassa fresca e na producdo de
sementes como sendo diretamente proporcional ao nivel de inoculo no
solo. (ALMEIDA & MATTOS, 1997) e (KARL et al., 1997)

A colheita comercial inicia-se quando a planta atinge o ponto
maximo de desenvolvimento, quando uma boa cultura proporciona de 1 a
1,5 kg de ramos e folhas frescas por touceira, o corte e feito a 15 cm da
superficie do solo, isso garantird melhor rendimento na segunda
colheita. Se as plantas ndo forem consumidas frescas devem ser deixadas
ao sol por duas a trés horas, para secagem e posterior producdo de oleo
essencial. Qualquer que seja o uso que se fizer da planta, é necesséario
evitar o amontoamento e o umedecimento, para impedir a fermentacédo
dos galhos e folhas. Para fins medicinais, coleta-se quando a planta estéa
em flor. Para fins culinadrios, em qualquer época. Ha manjericGes de
varias fragrancias tais como: de erva-doce, limdo e estragdo (BONAR,
1996; PAHLOW, 1996; BUSTAMANTE, 1996).

A tipologia de manjericbes comercializados em feiras e
supermercados do Brasil apresenta grande variacdo em todos o0s
parametros morfoldgicos, permitindo o facil reconhecimento dos acessos
no mercado. Além disso, encontram-se VAarios quimiotipos (Sanson
(2009). A ocorréncia de quimiotipos é frequente em plantas ricas em
6leos volateis. A composicdo ndo € influenciada apenas pelo genotipo,
mas também pelas praticas culturais, idade da planta na época do corte,
hora do corte, bem como os fatores ambientais, como temperatura,
umidade relativa, irradiacdo e fotoperiodo (BRUNETON, 1991).



Varios estudos sobre a anatomia do género Ocimum foram
realizados, contemplando diversas espécies. Martins et al. (2009)
verificaram que tanto a intensidade como a qualidade espectral da luz
influenciam na espessura e na area foliar, densidade estomética,
densidades de tricomas tectores e glandulares de Ocimum gratissimum
L.

Os quimiotipos eugenol, timol e geranial de O. gratissimum
mostraram diferengas morfoldégicas e anatébmicas, principalmente no
peciolo e na Ilamina foliar. Os peciolos e folhas de quimiotipos eugenol
e timol foram mais semelhantes entre si que o tipo geraniol para
peciolos e folhas. No tipo geraniol as folhas foram mais desenvolvidas
e apresentaram mais tricomas simples, quando comparado com oS
outros. Os quimiotipos geranial e timol apresentaram concavidades
raras em comparagcdo com o tipo eugenol onde as concavidades eram
abundantes. Em geral os quimiotipos estudados apresentaram a mesma
reacdo aos reagentes testados exceto para cloreto férrico IlIl que reagiu
positivo somente no peciolo do tipo eugenol (VIANNA, 2009).

Zamfirache et al. (2008) estudaram dois genoOtipos de Ocimum
basilicum L., e verificaram variacdes morfo-anatdémica intra-
especificas. Os dois gendtipos distinguiram-se pelo tamanho e
densidade da folhagem e pela fase de desenvolvimento da parte
subterranea. A presenca de algumas caracteristicas especificas do caule
subterraneo indica que os dois genoétipos de manjericdo podem ser
perenes, embora a especie em geral seja considerada anual de acordo
com a literatura cientifica. A estrutura do aparelho vegetativo no
manjericdo dos dois genotipos diferiu na secdo do caule no tercgo
superior; no numero e densidade de tricomas na superficie dos 6rgaos;
na fase de lignificacdo do “stellum” na estrutura secundéaria; na
auséncia ou a presenca tecidos secundarios de protecdo; no estagio de
desenvolvimento do tecido vascular na nervura mediana do limbo foliar.
O numero de pelos secretores na unidade de superficie do 6rgdo e o
nimero de ceélulas que compBem o pelo glandular conferem

propriedades aromaticas e medicinais. A pesquisa mostrou que O



nimero de pelos secretores do aparelho vegetativo em um dos genotipos
foi maior em relacdo ao outro. Ambos 0s gendtipos mostraram mais
pelos secretores na lamina e na ponta das hastes. A maioria dos pelos
glandulares tetracelulares sdo encontrados apenas na lamina foliar.

Os O&leos volateis sdo produzidos em estruturas secretoras
especializadas que minimizam o risco de autotoxicidade e
simultaneamente permitem a presenca de altos niveis de componentes
metabdlicos em sitios onde seu papel defensivo ou atrativo pode ser
vital. Tais estrututras secretoras sdo, na familia Lamiaceae, os tricomas
glandulares (FIGUEIREDO et al. 2008).

Tricomas sdo apéndices epidérmicos muito variaveis incluindo
pelos glandulares e ndo-glandulares, escamas, papilas e pelos
absorventes das raizes, podendo ocorrem em todas as partes das plantas
e apesar de apresentarem variacdes, podem se mostrar uniformes em
grupos de plantas, podendo ser utilizado momo caracter de classificagéo
taxondémica (METCALFE e CHALK, 1983).

Tricomas glandulares sdo formados por uma cabeca secretora uni
ou pluricelular e um peddnculo ndo secretor (FAHN, 1990).

Os nectarios O. basilicum foram estudados com o uso de luz,
fluorescéncia e microscopia eletronica. A anatomia do nectério
caracteriza-se por trés grandes zonas: uma epiderme uniseriada, um
tecido sub-epidérmico secretor e o tecido vascular. Eles sao
distribuidos difusamente e encontram-se no mesmo plano que as células
epidérmicas. O tecido secretor € composto de pequenas células com
paredes finas, nucleos relativamente grandes, citoplasma granular denso
e pequenos vacuolos. A maioria das células do tecido nectarifero
contém cristais de oxalato de calcio de diferentes tamanhos. O didmetro
do nectario, o tamanho das células secretoras e a espessura da epiderme
e cuticula aumentaram durante a ontogenia de nectario. O nectario €
vascularizado exclusivamente pelo floema originado de feixes
vasculares destinados ao gineceu (MACUKANOVIC-JOCIC et al.,2007).


http://journals.ohiolink.edu/ejc/search.cgi?q=authorExact:%22Ma%26%23269%3Bukanovi%26%23263%3B-Joci%26%23263%3B%2C%20M.P.%22

OBJETIVOS

Caracterizar e diferenciar, anatomicamente diferentes acessos de
espécies do género Ocimum encontrados em feiras e supermercados do
DF e BA, e avaliar o efeito da sazonalidade no rendimento e

composicdo de 6leo essencial de um acesso de Ocimum basilicum.
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CAPITULO I:

CARACTERIZACAO ANATOMICA DE ACESSOS DO GENERO
Ocimum ENCONTRADOS NO COMERCIO DE BRASILIA, DF E
SALVADOR, BA



RESUMO

O manjericdo (Ocimum spp.) é uma planta herbacea da familia
Lamiaceae que apresenta propriedades aromaticas, condimentares e
medicinais. Espécies de manjericdo sdo facilmente encontradas em
mercados de todo Brasil e apresentam grande variabilidade
morfoanatdmica. Foram analisados anatomicamente cinco acessos
do género Ocimum, encontrados no mercado de hortalicas de
Brasilia, DF e Salvador, BA, e suas caracteristicas comparadas. O
experimento foi conduzido na Estacdo Bioldgica de Brasilia, UnB,
onde os acessos foram multiplicados por estaquia e cultivados em
estufa tipo glasshouse. Apdés o enraizamento as plantas foram
transplantadas para o campo, onde permaneceram por Sseis meses
ate a coleta das amostras para analise anatémica. Foram coletadas
folhas do terceiro n6 a partir do apice, peciolos e folhas inteiras.
Realizaram-se cortes transversais, paradérmicos e microscopia
eletronica de varredura das amostras. O objetivo do trabalho foi
caracterizar anatomicamente os acessos do género Ocimum. Nas
folhas, foram observadas diferencas entre os acessos estudados em
relacdo ao tamanho de tricomas tectores e sua presenca nas faces
adaxial e abaxial. Os tricomas glandulares foram observados em
todos os acessos e em ambas as faces. O formato do peciolo
também apresentou diferencas entre os acessos. Os estd6matos foram
classificados como diaciticos. Foram observados trés tipos de
tricomas, que estdo presentes em todos o0s acessos: tricomas
tectores unisseriados e pluricelulares; tricomas glandulares
capitados, ao mesmo nivel da epiderme (com uma célula basal, um
pedunculo e duas células apicais) e tricomas glandulares peltados,
em depressfes (com uma ceélula basal e de uma a quatro células
apicais). Os resultados permitem concluir que a caracterizacdo
anatébmica é uma ferramenta essencial para a diferenciacdo de
acessos comerciais do género Ocimum encontrados em mercados.
Palavras chave: Manjericdo, anatomia, corte transversal,

microscopia eletronica de varredura, tricomas.
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ABSTRACT

Basil (Ocimum spp) is a herbaceous plant of the Lamiaceae
family that has aromatic, culinary and medicinal properties. Basil
species are easily found in markets all over Brazil and show great
morphoanatomical variability. Five accessions of the genus
Ocimum, found in the vegetable market of Brasilia, DF, and
Salvador, BA, were anatomically analyzed, and  their
characteristics compared. The experiment was conducted at the
Biological Experimental Station of the University of Brasilia,
where the accessions were multiplied by cuttings and grown in a
greenhouse. After rooting, plants were transplanted to the field,
where they remained for six months until the collection of the
samples for anatomical analysis. Leaves were collected from the
third node from the apex, petioles and whole leaves. The samples
analysis were done by cross-sections, paradermal and scanning
electron microscopy. The aim of this study was to characterize
anatomically the accessions of the genus Ocimum. In leaves,
differences were observed among the accessions studied in relation
to trichomes size and their presence in the adaxial and abaxial
surfaces. The glandular trichomes were observed in all accessions
and on both sides of the leaf. The shape of the petiole also showed
differences between the accessions. The stomata were classified as
diacytic. Three types of trichomes were observed, which were
present in all accessions: multicellular uniseriate non glandular
trichomes; glandular capitates trichomes at the same level of the
epidermis (with a basal cell, a stalk and two apical cells) and a
peltate glandular trichome found in depressions (with a basal and
1-4 apical cells). The results showed that the anatomical analysis
is an essential tool for the characterization of commercial

accessions found in markets.

Key words: Basil, anatomy, cross-section, scanning electron

microscopy, trichomes.
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INTRODUCAO

Entre as principais familias bot&nicas representantes das
plantas medicinais esta a Lamiaceae (=Labiatae), pertencente a
ordem Tubiflorae, uma das maiores de Angiospermas, na qual
existe uma incerteza quanto ao nimero de géneros e espécies. Para
Hedge (1992), Lamiaceae é composta por 200 géneros e cerca de
4.000 espécies, enquanto Hay & Waterman (1993), apresentam
cerca de 200 géneros e 2.000 a 5.000 espécies, Souza & Lorenzi
(2005), se referem a 300 géneros e 7.500 espécies e para Judd et
al. (1999) é composta por cerca de 250 géneros e aproximadamente
7.000 espécies. No National Genetic Resources
Program/Germplasm Resources Information Network — ARS-GRIN
estdo catalogados 163 géneros e 1.382 espécies.

As lamidceas compreendem plantas herbaceas, podendo ter
espécies arbustivas. Possuem folhas simples, opostas ou
verticiladas, sempre muito aromaticas. O fruto é um tetraquénio.
Suas flores sdo zigomorfas do tipo labiada, androginas reunidas em
cimeiras, racemos ou glomérulos; androceu oligostémone com dois
ou quatro estames e , neste caso, didinamos; gineceu de ovario
supero, bilocular.

A familia Lamiaceae é representada por diversas plantas
medicinais e condimentares, tais como alfazema (Lavandula sp.),
corddo de frade (Leonotis sp.), macaé (Leonurus sp.), corddo-de-
sdo-francisco (Leucas sp.), erva cidreira (Melissa sp.), horteld
(Mentha sp.), alfavaca (Ocimum sp.), orégano (Origanum sp.),
boldo (Plectranthus sp.), alecrim (Rosmarinus sp.), salvia (Salvia
sp.) e tomilho (Thymus sp.) (Lorenzi & Matos, 2002).

De acordo com Paton et al. (1999), o género Ocimum, possui
aproximadamente 64 espécies, que sdo usualmente encontradas em
regibes tropicais e subtropicais e apresentam riqueza como
medicinais, uso culindrio e no controle de insetos. Apresentam
ainda grande quantidade de O6leos essenciais (GRAYER et al.,

1996). Segundo Gupta (1994), o género possui 160 espécies
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largamente distribuidas nas florestas tropicais da Africa e Africa
do Sul. Além disso, na Arabia, Brasil e India, compreendendo
grande diversidade de espécies. Salienta-se que entre a Africa
Central e a Ocidental estd o possivel ber¢co do taxon. A migracéo
posterior a regides geograficas distantes introduziu variagGes
mediante cruzamentos naturais e euploidia. No entanto, a filogenia
das espécies é pouco conhecida e as diferencas morfolégicas entre
muitos taxa sdo dificeis de definir devido a presenca de formas
intermediarias nas populacGes nativas tornando a nomenclatura
complicada.

No género Ocimum € comum a ocorréncia de hibridacdo e
poliploidizagcdo e por isso tem-se criado confusdo nas
classificacbes taxondmicas dificultando o entendimento das
relacdes genéticas entre as diversas taxa. Outro um fator que
dificulta a taxonomia deste género, € o fato de ocorrerem muitas
variedades botanicas, cultivares e tipos quimicos dentro das
espécies e que podem ndo diferenciar-se morfologicamente
(SIMON, 1999).

Dentre as espécies do género Ocimum a mais comum é o O.
basilicum e também a de maior importancia econdémica, por ser a
espécie que apresenta Oleo essencial de melhor qualidade e aroma
(LORENZI & MATOS, 2002). A origem das espécies deste género
provavelmente remonta a Asia Ocidental, muito provavelmente a
india, tendo sido trazida ao mundo novo por portugueses e
espanhois.

De acordo com Albuquerque & Andrade (1998) é a seguinte a
descricdo de Ocimum basilicum: planta epigea, fanerocotiledonar,
do tipo “macaranga”. Raiz primaria relativamente fina, hialina,
com velum e pelos largos, hialinos e finos. Hipocdtilo 0,4 — 0,6 cm
de longitude entre 3 e 5 dias, grosso, suculento, de cor verde, com
pelos curtos, hialinos e retos — Paracotilédones 2, de 2,2 — 2,8 X
1,4 — 2 mm entre os 3 e os 5 dias, longos ou ovais muito largos a
medida que se desenvolvem, opostos, subsésseis, membranosos

verdes; 4apice obtuso; base auriculada; peciolo brevissimo,
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achatado. Erva 30 — 100 cm, anual ou perene, de base lenhosa,
aromatica.

Talos retos ou ascendentes, de se¢do quadrangular, sem
pelos ou com pelos — com pelos invertidos concentrados sobre as
caras opostas do talo, algumas vezes com pelos nos nos
relativamente mais largos, eretos, dispersos - Ramos robustos ou
delgados, abertos ou fechados, sublenhosos ou ndo, sem pelos ou
pilosos, eretos ou ascendentes, que terminam algumas vezes na
mesma altura.

Folhas 1,4 - 5,8 x 0,9 — 3,0 cm, em forma de ovo ou
elipticas, inteiras ou sem bordos serreados na metade superior,
agudas ou quase agudas, em forma de cunha, com glandulas, sem
pelos ou com pelos invertidos sobre as bordas e 0S nervos
inferiores; peciolos 0,2 - 1,5 cm, com canais ou ndo, mais ou
menos pilosos.

Inflorescéncia de 6- 30 cm de comprimento, mole, delgada
robusta, ramificada ou nédo; verticilos separados entre 0,9 e 2 cm;
eixo da inflorescéncia sem cicatrizes negras; bracteas 7 — 11 x 3,5
— 5 mm, persistentes ou ndo em forma de ovo, de agudas a
pontudas, em forma de cunha a afilamento gradativo, peludas -
com pelos relativamente mais largos nos bordos -; pedicelos 3 — 5
mm, eretos, achatados, ligeiramente curvados, com pelos curtos e
retos. Calice 3 — 5 mm na antese, ligeiramente reflexo, mais ou
menos pilosos na face externa e com velum na interna, com um
denso anel de pelos; labio superior grande, redondo, decurrente
cerca da base do tubo; Il6ébulos médios do labio inferior
lanceolados, de acuminados a cuspidados, Ilobulos laterais
deltdides, cuspidados; céalice frutifero de 5 — 7,5 mm, reflexos, de
boca aberta, labio superior cresce junto. Corola 5 — 11 mm, branca,
branco-verde ou ligeiramente purpura; tubo reto, infundibuliforme,
mais largo que o calice, sem pelo; lébulos do labio superior,
redondos, ligeiramente sinuosos, pilosos no dorso; labio inferior de

quase longo a oblongo-eliptico, de bordo com crenas, piloso no
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dorso. Aparecem fora entre 3 a 7 mm, 0s posteriores grandes, com
apéndices sem pelos ou pilosos ao redor da base. Ovario sem pelo.

O tamanho dos frutos varia de 1,5 a 2,5 mm, tém formato
ovalado, negros; pericarpo reticulado-foveolado (células em
reticulo ou em formato de favo), com grande quantidade de
mucilagem e de aspecto lenhoso.

No Brasil dentro do grupo das alfavacas e manjericfes, existe
uma variacdo dos nomes populares. Por exemplo, em Belém do
Para, na feira do “Ver-0-peso”, “alfavaca” corresponde a Ocimum
micranthum, enquanto “manjericdo” a O. americanum e
“manjericdo miado” a O. minimum. Em Recife, na feira do Mercado
Sdo José, O. americanum ¢é “manjerona”. Um Ocimum basilicum la
encontrado, de folhas um pouco maiores que o O. minimum, ¢
denominado “manjericdao médio” (MATTOS, 1996).

Barbosa (1984) e Bustamante (1996) mencionam duas
espécies, Ocimum basilicum L. (“Manjericio Grande” ou
“Alfavaca”) e Ocimum minimum L. (“Manjericao Pequeno”) e citam
como pertencentes a primeira espécie as cultivares “Manjericédo
Grande Violeta", “Grande de Folha de Alface” ¢ “Grande Frisada”.
A segunda espécie é mais and, compacta e mais ramificada do que a
primeira, tem folhas pequenas, verdes ou violetas.

No Brasil, o manjericdo é cultivado principalmente por
pequenos produtores rurais para a comercializacdo da planta como
condimento (TEIXEIRA et al., 2002). Além do uso in natura ¢
muito utilizado para a obtencdo de Oleo essencial, importante na
industria de perfumaria e na aromatizacdo de alimentos e bebidas
(MAROTTI et al.,1996). Na regido do Mediterraneo a erva ¢
plantada nos beirais das janelas para repelir mosquitos e moscas
(DUKE, 1991). Tem sido demonstradas também, atividades
antimicrobianas, além de seu uso na conservacdo de grdos
(MONTES-BELMONT e CARVAJAL, 1998).

Embora os manjericGes apresentem uma grande diversidade de

formas e cores, estes pertencem basicamente a espécie O.
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basilicum, e alguns a espécie O. africanum (=0O. americanum; = O.
canum).

Segundo Gupta (1994), a palavra basil vem do mundo grego.
Basilica significa real e o basilicdo doce (O. basilicum var
glabrata) era, na Grécia antiga, utilizado pela familia real para dar
sabor a pratos especiais. O género encerra um grande numero de
espécies e cultivares de utilidade comercial. As folhas sdo a parte
econdmica e tém numerosos tricomas glandulares que sintetizam e
armazenam 6leos volateis.

Vieira et al. (2003) utilizaram marcadores moleculares para
avaliar a diversidade genética de manjericdo (Ocimum spp.,
Lamiaceae) de 37 acessos em nove espécies de Ocimum. As
espécies domesticadas, Ocimum minimum L. (0.887), O. basilicum
L. (0.769) e O. x citriodorum Vis. (0.711) tinham os mais altos
indices de similaridade dentro da espécie, enquanto as néo
domesticadas, O. americanum L. (0.580), O. gratissimum L.
(0.408) e O. kilimandscharicum Gurke (0.559) mostraram menor
semelhanca. Resultados do RAPD indicaram que O. minimum nao
deve ser considerado uma espécie distinta, mas sim uma variedade
de O.basilicum. “Clusters” consistentes entre todos, menos um de
O. x citriodorum spp., todos continham citral como o principal
constituinte, foram identificadas usando analise bootstrap.

Em estudo sobre a biologia floral do manjericdo, Pereira
Neto & Barros (2000), wutilizaram uma procedéncia que foi
classificada como Ocimum minimum L. (Lamiaceae) tendo anotado
0s seguintes dados: morfologia floral, horario da antese, teste de
polinizacdo artificial (autopolinizacdo, polinizagcdo automatica,
cruzada e apomixia) e acompanhamento da polinizacdo natural. A
floracdo esteve presente praticamente durante todo o ano e as
flores apresentaram antese diurna. Ndo houve producdo de frutos.
Os autores relataram a auséncia de sementes ao fim do ciclo floral.
Os visitantes florais encontrados foram himendpteros e

lepiddpteros.
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Alves (2002), trabalhando com o mesmo material genético
de Pereira Neto & Barros (2000), re-classificou a espécie utilizada
naquele referido trabalho como sendo um hibrido estéril (Ocimum
basilicum x O. americanum). Uma caracteristica importante que o
levou a rever a classificacdo proposta por aqueles autores foi o
fato conhecido de que as flores produzidas por O. minimum sao
férteis e as do hibrido ndo o foram.

O Manjericdo Hibrido Estéril (0. basilicum x O.
americanum) tem seu uso na medicina popular como: diurético,
carminativo, diaforético, estomacal e em afec¢cdes das vias
respiratorias.

Camargo (1988) menciona Ocimum cf. canum Sims (O.
basilicum x O. americanum) referindo-se a um exemplar coletado em
Ibidna-SP e depositado no herbario do Departamento de Boténica da
Universidade de Sdo Paulo. O exemplar foi classificado como
hibrido estéril, que segundo Pereira Neto & Barros (2000), ja foi
confundido com Ocimum minimum. Contudo, uma caracteristica
importante levou Alves (2002) a rever o proposto por aqueles
autores, qual seja a fertilidade das flores produzidas por O.
minimum enquanto as do manjericdo hibrido em apreco sao estéreis.
O acesso Hibrido, portanto, corresponde ao descrito por Alves
(2002).

Um exemplar deste taxon foi incorporado a colecdo de plantas
medicinais da UnB. E uma planta facilmente encontrada em Brasilia
em muitos jardins e no comércio de mudas.

Em amostras do nordeste brasileiro encontraram-se formas
nas quais ndo sdo claros os caracteres do indumento, o que
dificultou sua determinacdo. Por outro lado, vegetativamente sdo
muito semelhantes a O. basilicum L. Nessas formas, os pelos
patentes do céalice ndo sdo tdo conspicuos: somente alguns sao
encontrados e dispersos (ALBUQUERQUE & ANDRADE, 1998). A
grande importadncia econdmica da familia Lamiaceae deve-se
principalmente aos 0Oleos essenciais produzidos nos pelos ou
tricomas glandulares (FAHN, 1979).
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As condi¢bes do solo, &gua, luz e de temperatura, exercem
influéncia sobre as caracteristicas estruturais das plantas. Muitas
plantas submetidas a estresse de seca e calor adquirem mecanismos
morfoldgicos e fisioldgicos que possibilitaram sua sobrevivéncia.
Esses mecanismos compreendem, na folha, principalmente, a
reducdo do tamanho, capacidade de enrolamento, alta densidade de
tricomas, estdomatos profundos, acimulo de mucilagem e outros
metabdlitos secundéarios e aumento da compactacdo do mesofilo
(BOSABALIDIS & KOFIDIS, 2002).

Os estdmatos sdo estruturas importantes para a producao
vegetal, representando a porta de entrada e escoamento dos gases
para a fotossintese e de microrganismos. As diferentes espécies de
plantas apresentam varia¢cdes quanto ao numero, frequéncia,
tamanho, distribuicdo, forma e a mobilidade dos estématos, o que
interfere na capacidade fotossintética. Mesmo em uma Unica planta,
as folhas variam relativamente quanto aos estdématos, dependendo
de sua forma e posi¢cdo no ramo. Além disso, o comportamento dos
estomatos tem relacdo direta com as condi¢gbes abidticas
(LARCHER, 1986).

Os tricomas, tal como a cuticula e estomatos, também se
manifestam de diferentes maneiras de acordo com as condicOes
oferecidas as plantas, apresentando importancia taxondmica. Os
tricomas tectores representam grande valor comercial em espécies
como algoddo e paina, enquanto tricomas glandulares tem seu valor
econémico nos Oleos essenciais por eles produzidos que possuem
interesse medicinal ou condimento (SILVA et al., 2005).

Tricomas glandulares sao estruturas secretoras
frequentemente presentes nas Lamiaceae, que secretam 0leos
essenciais, variando o numero de células secretoras, o comprimento
da célula peduncular, a quantidade de 6leo secretado, a densidade e
seu arranjo na epiderme (METCALFE & CHALK, 1983).

Simbes e Spitzer (1999) e Figueiredo et al. (2008) citam os
tricomas glandulares como estruturas secretoras especializadas na

producdo dos Oleos essenciais na familia Lamiaceae.
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S&o encontrados basicamente dois tipos de tricomas
glandulares nesta familia: os peltados e os capitados. Estdo
dispostos na epiderme de ambas as faces, abaxial e adaxial,
podendo ocorrer com diferentes densidades. Em geral, cada tipo de
tricoma glandular apresenta uma célula basal, situada na epiderme,
suportando um pedunculo ou colo, com 1-3 células, e uma célula
apical, quando sdo tricomas glandulares capitados, ou 4-10 células
no 4&pice quando se trata de tricomas peltados (HAY &
WATERMAN, 1993). Segundo Bosabalidis & Tsekos (1984), no
género é comum a ocorréncia de 4 células apicais no tricoma
glandular.

Gongalves et al., (2010) -estudando caracterizagcdo e
ontogénese de tricomas glandulares em Ocimum selloi, observou
dois tipos de tricomas glandulares capitados e um tipo de peltado.
Os tricomas peltados foram observados em depressdes na epiderme
e apresentaram quatro células secretoras apicais, uma ceélula
peduncular e uma basal. A formacdo de tricomas glandulares ocorre
inicialmente da expansdo de uma célula protodérmica, que em
seguida se divide periclinalmente, dando espaco a uma célula basal
e uma apical. A célula apical se divide periclinalmente originando
as células precursoras da cabeca secretora e do pedunculo. Em
seguida ocorre uma divisdao anticlinal simétrica com a formacdo de
duas ceéelulas secretoras, que podem novamente se dividir
anticlinalmente formando o tricoma com quatro células secretoras.

Werker et al. (1985) estudaram a estrutura anatémica dos
tricomas secretores de algumas espécies de Lamiaceae e verificaram
que os tricomas peltados e capitados diferem na morfologia, inicio e
duracdo da atividade secretora, modo de secrecdo e tipo de material

secretado.

OBJETIVOS
O presente trabalho tem como objetivo caracterizar
anatomicamente cinco acessos do género Ocimum, possibilitando a

identificacdo dos mesmos.
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MATERIAL E METODOS

Os trabalhos deste segmento foram realizados na Estacéo
Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia, localizada
no Parque Estacdo Bioldgica W5 Norte Final-Brasilia/DF, a 15° 48
Latitude Sul e 47° 53 Longitude Oeste, a 1.000 metros de altitude
e no Laboratdrio de Anatomia Vegetal do Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia.

Foram estudados cinco acessos de manjericdo encontrados em
mercados e feiras de Brasilia, DF e Salvador, BA, a saber:
Manjericdo Colunar Roxo (acesso 1), Tradicional (acesso 2), Miudo
Verde (acesso 3), Hibrido (acesso 4) e Miudo Roxo (acesso 5)
(Figura 1.1). Todos foram multiplicados por estaquia e cultivados
na Estacdo Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia
em vasos com volume de 4 litros. O substrato utilizado foi a
mistura EEB: (latossolo vermelho de cerrado textura média+
areiatcomposto organico+ vermiculita). Os itens da mistura
apresentaram a seguinte proporcdo: 3:1:1:1. Para cada 40 litros da
mistura foram incorporados 100 g da formulacdo 4-16-8 (N-P-K).

Apdés atingirem altura de aproximadamente 30 centimetros,
as mudas foram transplantadas para o campo.

As plantas foram cultivadas no campo (Figura 1.2), em
sulcos, no espacamento de 80 x 50 ¢cm, no periodo de setembro de
2010 a novembro de 2011. Para cada metro de sulco foram
utilizadas 100 gramas de NPK na formulacdo 4-14-8 e 3 litros de
composto orgéanico.

A adubacdo de manutencdo foi realizada colocando-se 50
gramas de NPK na formulacdo 10-10-10 por planta a cada trés
meses.

A amostragem foi feita mediante mapeamento das plantas e
sua identificacdo, sendo classificados numericamente, por exemplo:
acesso 1, individuo 1. As coletas foram realizadas ap6s 6 meses de
cultivo em campo. Para a anéalise, foram escolhidos aleatoriamente

trés individuos de cada acesso para a coleta do material vegetal. De
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cada acesso, foram coletadas folhas do terceiro n6 no sentido
descendente, seus peciolos e folhas inteiras. As amostras foram
fixadas em FAA 50% e armazenadas em alcool 70° para a
realizacdo dos cortes anatémicos.

Os tipos de secc¢des utilizadas nesta analise foram:

Corte transversal em peciolos: para a obtencdo dos cortes,
foi utilizado o microtomo de mesa. Os cortes, conforme realizados,
foram transferidos para um recipiente contendo agua destilada. A
clarificacdo dos cortes foi feita utilizando solucdo de hipoclorito
de s6dio comercial 20% por aproximadamente vinte minutos. Apos
esta etapa, os cortes foram lavados com &gua destilada até a
limpeza completa do hipoclorito, cerca de cinco lavagens. Em
seguida, os cortes foram colocados em alcool 50°. O corante
utilizado para evidenciar as estruturas celulares foi o azul de
alcian + safranina (4:1), por aproximadamente 20 segundos. Apo0s a
coloragdo, os cortes foram submetidos a sucessivas lavagens em
dgua destilada para a retirada do excesso de corante. Em seguida
passaram por uma bateria de alcool: alcool 50° por um minuto,
alcool comercial (92,8°) por um minuto, novamente em alcool
comercial por trés minutos, cinco minutos em alcool absoluto e por
fim mais cinco minutos em alcool absoluto. Finalizada esta etapa,
os cortes foram levados a capela, onde passaram pela sequéncia de
acetato de butila na seguinte ordem: alcool absoluto + acetato
(3:1), alcool absoluto+ acetato (1:1), alcool absoluto + acetato
(1:3) e finalmente acetato de butila puro (FIGUEIREDO &
GRACIANO, 2000).

As ladminas foram montadas utilizando resina sintética
segundo metodologia de Paiva et al. (2006). Foram montadas trés
laminas de cada individuo com pelo menos trés cortes em cada uma
delas. O estudo das estruturas foi realizado em microscopio Optico
e as fotomicrografias foram obtidas com o fotomicroscépio
Olympus CX 31 acoplado com a maquina fotografica Olympus C -
7070.
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Corte transversal na lamina foliar: as secg0es transversais
das regides medianas das folhas foram realizadas com infiltracéo e
inclusdo dos materiais em historesina Leica®. Foi utilizado o
material previamente fixado em FAA 50 e armazenado em &lcool
70°. O processo de desidratacdo foi realizado colocando-se o
material em etanol 70° por duas horas, em seguida no etanol 96°
por mais duas horas e por fim em etanol 100° P.A por duas horas.
Durante todas as etapas da desidratacdo o material foi submetido a
sucessivos vacuos, no minimo trés por etapa, em bomba a vacuo
TE-058 da TECNAL (Figura 1.3). As etapas de pré- infiltracdo,
infiltracdo e inclusdo em historesina Leica® foram feitas de acordo
com as recomendagbes do fabricante. O material foi colocado em
formas de silicone (Figura 1.4) e secas em estufa a 40°C por 24
horas. Apoés a retirada dos blocos das formas, estes foram afixados
em cubos de madeira com adesivo instantaneo a base de
cianoacrilato liquido.

Os cortes foram obtidos por meio de microtomo rotativo
Leica RM 2145, com navalha de aco (Figura 1.5).

Cada corte foi posicionado sobre laminas cobertas com agua
destilada para se distenderem. As laminas foram posicionadas em
placa aquecedora Jung a 40°C, até sua completa secagem e
aderéncia do corte nas mesmas (Figura 1.5). Ap6s a secagem das
laminas, a coloracdo dos cortes foi feita por meio de imersdo das
laminas em placa de petri contendo solucdo aquosa a 0,05% de azul
de toluidina por aproximadamente 20 segundos. Apds a completa
secagem, as laminas foram montadas em resina sintética de acordo
com metodologia de Paiva et al. (2006).

Corte paradérmico (paralelo ao maior eixo do d&rgao):
utilizado principalmente para o estudo da lamina foliar, sendo
paralelo a superficie. As folhas foram cortadas em pequenos
quadrados, colocadas em recipiente contendo a solucdo de
Franklin, com duas partes de perdxido de hidrogénio e uma parte
de acido acético para dissolver o mesofilo e retirar a epiderme da

folha. O material foi retirado e lavado com agua destilada por trés
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vezes, até completa retirada da solucdo de Franklin. Para corar as
estruturas foi utilizado o corante Safranina por aproximadamente 5
horas. Decorrido este tempo foi feita a desidratacdo com alcool 50,
60, 70, 80 e 90%. A montagem das laminas foi realizada com resina
sintética de acordo com metodologia de Paiva et al. (2006).
Microscopia eletronica de varredura: Foram retirados
fragmentos de aproximadamente 0,5 centimetros da porcdo mediana
das folhas, além de cortes transversais e de peciolo de cada acesso
que haviam sido previamente fixados em FAA 50 e armazenados em
alcool 70°. O material foi entdo transferido para a solu¢do tampao,
cacodilato de s6dio a 0,05 M, onde permaneceu por 5 minutos. Em
seguida, o material foi p6s fixado em tetréxido de 6smio a 1% por
uma hora. Os cortes foram lavados em &gua destilada e passaram
por uma bateria de desidratacdo em acetona, com as concentracdes
de 30, 50, 70, 90 e duas vezes em 100%, sendo que em cada etapa o
material ficou por 20 minutos em cada solugdo. Posteriormente, as
amostras foram submetidas ao ponto critico de dessecamento de
CO: em equipamento BAL-TEC, CPD-030 e fixadas no suporte
metédlico com fita dupla face. ApoOs este procedimento, o material
foi levado para a metalizacdo, onde foram recobertas com ouro
metalico (10 nm), em aparelho BAL-TEC, SCD-050 (Figura 1.6). O
material foliar preparado foi observado e eletromicrografado em

microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-7001F (Figura 1.7).
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: -
Figuras 1.3 e 1.4 — Bomba a vacuo e forma de silicone com o material vegetal
emblocado em historesina.
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Figura 1.6 — Equipamento BALZERS SCD 050 para recobrimento com ouro metalico e
material ap6s metalizacao.

-~
avd

Figura 1.7 - Microscopio de Varredura Eletronica JSM-7001F.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
1-Lamina foliar:

Todos os acessos estudados apresentaram formato da lamina
foliar linear com reentrancias em ambas as faces (Figura 1.8).
Entretanto, no acesso 2 (tradicional), a face abaxial apresentou
reentrancias maiores e em maior nimero. No acesso 4 (hibrido)
foram observadas as maiores reentrdncias dentre os demais acessos
estudados. A cuticula, em todos os acessos, é espessa. Os acessos 3
(middo verde) e 5 (middo roxo) possuem folhas mais estreitas em
relacdo aos demais acessos estudados.

O formato linear da lamina foliar com reentrdncias também
foi observado por Vianna (2009) ao descrever a anatomia de
Ocimum gratissimum. Analisando a anatomia de folhas de Ocimum
basilicum L., Sam et al. (2002) observaram epiderme com
ondulagdes pronunciadas na face abaxial e leves na adaxial
corroborando com os dados observados.

A epiderme, quanto a estratificacdo, € wunisseriada com
células epidérmicas comuns circulares e tabulares.

As células epidérmicas comuns se mostram circulares em
ambas as faces nos acessos 3, 4 e 5 proximas as nervuras. No
acesso 2, as células epidérmicas da regido da nervura também sao
circulares e apresentaram maior tamanho que as demais células
epidérmicas do restante da lamina foliar. No acesso 1 (colunar
roxo) as celulas circulares estdo presentes apenas na face abaxial e
a parede celular é espessa.

A epiderme de Ocimum gratissimum foi descrita por Vianna
(2009) como uniestratificada, Martins et al. (2009) estudando a
mesma espécie encontrou a mesma caracteristica. Sam et al. (2002)
classificaram a epiderme como uniestratificada com células
tabulares de paredes delgadas e cuticula fina. Satil et al. (2007)
descrevendo Hymenocrater bituminosus (Lamiaceae) notaram, na
lamina foliar, epiderme unisseriada com células retangulares ou

ovais. Fiuza et al. (2010) também observaram epiderme unisseriada
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em Hyptidendron canum (Pohl ex Benth.) Harley. Ao realizarem
descrigbes de espécies da familia Lamiaceae, Mauro et al.(2008),
Martins (2002) e Sandes et al. (2012) da mesma forma encontraram
epiderme uniestratificada. Toledo et al. (2004), também
descreveram a epiderme de Cunila microcephala como
uniestratificada e nas células epidérmicas foi observada superficie
cuticular ornamentada por estrias em ambas as faces.

O mesofilo é dorsiventral, com uma camada mais compacta de
parénquima palicadico, com células alongadas ocupando de % a 1/3
do mesofilo e com cloroplastos. No acesso 4 foram observados
cristais no parénquima palicadico (Figura 1.10). O parénquima
lacunoso é ndo compacto, possui de 3 a 5 camadas de células,
ocupando de 2/3 a % do mesofilo e possui cloroplastos (Figura
1.10).

As folhas sdo anfiestomdaticas e os estébmatos, dispostos no
mesmo nivel das demais células ou levemente acima delas. Séo
frequentes em ambas as faces e possuem ampla cavidade
subestomatica (Figura 1.10). Nos acessos 3 e 4 foram encontrados
uma maior quantidade de estématos. Em todos 0S acessos O0S
estomatos foram classificados como diaciticos (Figuras 1.18 e
1.21).

Sam et al. (2002) descreveram o mesofilo como dorsiventral e
observaram que a face abaxial possui maior quantidade de
estdmatos por mm2. O mesofilo dorsiventral também foi observado
por Martins e Pastori (2004) em Melissa officinalis L. Martins et
al. (2009) caracterizou a folha de alfavaca-cravo como
anfihipoestomatica e com mesofilo dorsiventral, com uma camada
de células de parénquima palicaddico e de 4 a 6 camadas de células
de parénquima lacunoso. Fiuza et al. (2010) observaram
parénquima palicaddico wunisseriado e parénquima lacunoso
plurisseriado com células braciformes no mesofilo classificado
como dorsiventral para Hyptidendron canun (Lamiaceae). Mauro et
al. (2008); Martins (2002), Sandes et al. (2012) e Toledo et al.

(2004) também classificaram o mesofilo de outras espécies de
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Lamiaceae como dorsiventral com uma camada de parénquima
palicadico com ceélulas alongadas e parénquima lacunoso néo
compacto com 3 a 5 camadas de células.

Satil et al. (2007) observaram estématos diaciticos em ambas
as faces e ao mesmo nivel das demais células epidérmicas em
Hymenocrater bituminosus. Toledo et al. (2004), também notaram
estbmatos diaciticos na epiderme de Cunila microcephala
(Lamiaceae). Ao comparar duas espécies de Ocimum basilicum,
Zamfirache et al. (2008) observaram lamina foliar anfiestomatica,
com estdmatos diaciticos. Folhas anfiestomaticas também foram
descritas por Vianna (2009) e Sam et al. (2002) para espécies de
Ocimum.

A presenca de tricomas tectores foi evidenciada em grande
quantidade em toda lamina foliar no acesso 4. No acesso 3, embora
presentes em toda lamina foliar da face abaxial, a maior
concentracdo de tricomas tectores foi observada nas regifes de
nervuras. Nos acessos 1 e 2 foram observados apenas na face
adaxial da nervura principal. No acesso 5 foram encontrados raros
tricomas, apenas nas nervuras e bordos foliares. Todos os tricomas
tectores das laminas analisadas sdo unisseriados, pluricelulares e
revestidos por cuticula com pequenas ornamentacdes (Figuras 1.11,
1.24, 1.25, 1.26). O acesso 4 apresentou tricomas tectores em
maior quantidade e com maior tamanho celular e que nos demais
acessos (Figura 1.20).

Embora apenas algumas espécies da familia Lamiaceae
tenham sido estudadas detalhadamente, dois tipos principais de
tricomas glandulares sdo frequentemente descritos: os peltados e 0s
capitados (ASCENSAO et al. 1995).

Os tricomas glandulares se localizam, geralmente, em
reentrancias da epiderme. Foram encontrados dois tipos de
tricomas glandulares: capitado e peltado. O tricoma capitado €
composto por uma célula basal, pediunculo e de uma a duas células
secretoras apicais e o tricoma peltado possui uma célula basal e de

uma a quatro células secretoras apicais. Sdo frequentes em ambas
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as faces nos acessos 3, 4 e 5 e em maior quantidade na face abaxial
do acesso 1 e na adaxial do acesso 2 (Figura 1.12).

Zamfirache et al. (2008), descrevendo Ocimum basilicum
encontraram tricomas tectores apenas na nervura principal e dois
tipos de tricomas glandulares: o primeiro localizado em pequenas
depressdes na epiderme superior com glandula bicelular e o
segundo localizado em grandes depressdes na epiderme inferior
com glandula de 4 células. Satil et al. (2007) observaram tricomas
tectores com ornamentacdes em Hymenocrater bituminosus. Martins
et al. (2009) classificaram os tricomas encontrados em Ocimum
gratissimum como tricomas tectores pluricelulares, glandulares
peltados, encontrados em depressGes, e capitados em ambas as
faces. Tricomas glandulares em ambas as faces e tricomas tectores
pluricelulares, unisseriados, com duas células basais e 1 célula
apical pontiaguda foram observados por Martins e Pastori (2004)
em Melissa officinalis. Tricomas tectores e glandulares também
foram descritos por Fiuza et al. (2010) em Hyptidendron canum. Na
descricdo de Ocimum gratissimum Costa et al. (2009) apontaram
que o0s tricomas tectores e glandulares foram encontrados
especialmente sobre as regifes de nervura.

Vianna (2009) encontrou tricomas tectores unisseriados e
pontiagudos e tricomas glandulares de dois tipos: ao mesmo nivel
das demais células epidérmicas (com uma celula basal, pedunculo e
uma célula apical) e em reentrancias (com duas células basais,
pedunculo e duas apicais). Os quimiotipos de Ocimum estudados
apresentaram diferencas em relacdo a quantidade e tamanho dos
tricomas.

Toledo et al. (2004) descreveram os tricomas glandulares
capitados como estruturas secretoras de Oleo essencial em C.
microcephala.

Sam et al. (2002) analisando O. basilicum encontraram as
glandulas secretoras em diferentes estagios de crescimento
confirmando que ndo surgem simultaneamente, mas se formam a

medida que a planta cresce e podem variar de acordo com as
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condicdes em que as plantas se desenvolvem. Observou também
uma maior quantidade de gladndulas secretoras de O6leo na face
abaxial.

Tricomas tectores unisseriados pluricelulares e tricomas
glandulares (com nimero de células secretoras variando de 1 a 12)
capitados e peltados foram observados por Mauro et al. (2008);
Martins, (2002) e Sandes et al. (2012) em diferentes espécies de
Lamiaceae.

Serrato-Valenti et al. (1997) ao estudarem os tricomas
glandulares de Salvia aurea L. observaram tricomas peltados que
apresentavam, inicialmente, 1 célula basal, 1 pedicelo curto e
ampla cabeca contendo de 6 a 8 células secretoras. Apds o
amadurecimento, as celulas apicais apresentaram entre 2 a 8
células apicais. Foram observados ainda, 2 tipos de tricomas
glandulares capitados. Os do tipo I, muito semelhantes aos
observados no presente trabalho apresentaram 1 célula basal, 1
pedunculo curto e uma cabeca bicelular e os do tipo Il possuiam 1
célula basal, entre 1 a 4 células conicas pedunculares e célula
apical unicelular globosa.

Werker et al. (1993) ao investigarem os tipos de tricomas e
seu padrdo de distribuicdo em folhas de Ocimum basilicum em
diferentes estdgios de crescimento, observaram tricomas
glandulares e ndo glandulares em ambas as faces das folhas. Os
tricomas ndo glandulares foram descritos como unisseriados,
pontiagudos e retilineos, com 1 a 5 células de parede espessa. Os
tricomas glandulares encontrados foram tricomas capitados,
compostos por uma célula basal, pedinculo e apice com uma célula
alongada a oval ou duas celulas amplas, e tricomas peltados que
apresentaram distribuicdo similar ao capitado na base e pedunculo,
mas possuem 4 células apicais.

Os tricomas glandulares também sdo descritos por Metcalfe &
Chalk (1988) como estruturas secretoras de d&leo essencial

frequentemente encontrados em espécies da familia Lamiaceae.
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Gang et al. (2001) ao estudarem os locais de armazenamento
e biossintese de fenilpropandides em Ocimum basilicum,
concluiram que a maior parte do Oleo essencial é encontrado na
superficie foliar. Embora os tricomas capitados sejam mais
numerosos que os peltados, eles sdo menores e ndo armazenam
fenilpropandides, que sdo constituintes do 06leo essencial. Os
tricomas glandulares peltados sdo, possivelmente, os Unicos locais
de biossintese e armazenamento de fenilpropandides volateis,
dedicando a maior parte de sua atividade metabdlica para a sintese
dos mesmos.

Os mesmos tipos de tricomas, tectores e glandulares, também
foram observados por Faria (2008) ao estudar duas espécies do
género Hypenia.

Segundo Wagner et al. (2004) os tricomas podem ser
formados em varios estdgios de desenvolvimento das plantas e
desempenham diversas func¢des na planta como absorcdo de agua,
dispersdo de sementes, protecdo contra abrasdo (WERKER, 2000),
regulacdo térmica, imobilizacdo de insetos, entre outros. Os
tricomas glandulares, assim como os tectores, podem influenciar as
funcdes da planta em virtude de suas propriedades fisicas como
tamanho e densidade, mas adicionalmente podem afetar resisténcia
a pragas e doencas baseado nos fitoquimicos que eles secretam.

Ascensdo et al. (1995) ao estudarem os tricomas glandulares
de Leonotis leonurus (Lamiaceae) descreveram tricomas peltados e
capitados que foram encontrados em ambas as faces foliares, mas
em maior quantidade na face abaxial. Nas regifes de nervura,
foram encontrados escassos tricomas glandulares, mas tricomas
tectores em abundancia.

Os tricomas capitados se originam de uma célula da
protoderme que através de uma serie de divisfes periclinais forma
uma fileira unisseriada de 3 a 5 células. A célula inferior
corresponde a célula basal, a superior originara as células apicais e
as intermediarias formam o pedunculo. A célula superior inicia um

aumento para formar uma célula globosa que ap6s 2 sucessivas
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divisbes anticlinais criam a cabeca glandular composta por 4
células apicais (BOSABALIDIS e TSEKOS, 1982).

As secrecdes eliminadas pelas células glandulares dos
tricomas acumulam-se primeiramente entre a parede celular e a
cuticula. Posteriormente a cuticula se rompe e a secre¢do €
eliminada (ESAU, 1960).

Segundo Werker et al. (1985), os tricomas glandulares
capitados tem secrecdo formada quando as folhas ainda sdo jovens
enquanto nos peltados a sua secrecdo é formada mais tardiamente
no estagio de desenvolvimento da planta, quando a secrecdo das
glandulas de tricomas glandulares capitados praticamente cessou. A
secrecdo de tricomas peltados fica aprisionada na cavidade
subcuticular, a menos que fatores externos como elevadas
temperaturas, baixa umidade do ar ou ataques de animais causem
uma ruptura na cuticula. Tricomas capitados formam pequenos
espacos subcuticulares e a liberacdo da secre¢do ocorre
provavelmente por microporos subcuticulares.

Outros autores como Metcalfe & Chalk (1988), Fahn (1990) e
Buvat (1989) descrevem os tricomas glandulares como estruturas
tipicas secretoras de 0leos essenciais na familia Lamiaceae.

O sistema vascular da lamina foliar, envolto por uma bainha
parenquimatica com cloroplastos, é do tipo colateral e composto
por xilema e floema primarios (Figura 1.13).

A nervura principal apresenta formato biconvexo (Figura
1.14). O formato da nervura do acesso 3 pode variar de biconvexo a
linear convexo.

O cambio vascular esta presente denotando inicio de
crescimento secundéario. Os feixes vasculares sdo colaterais e estdo
dispostos em semicirculo aberto nos acessos 2, 3 e 4, semicirculo
fechado no acesso 1 e no acesso 5 possui formato mais linear. Nos
acessos 3 e 5, o sistema vascular é reduzido, engquanto nos demais
acessos € bem desenvolvido. A cuticula apresenta ornamentacdo em

ambas as faces (Figura 1.14).
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O parénquima clorofiliano da nervura principal é composto
por células circulares. Nos acessos 2, 3, 4 e 5 sdo circulares em
ambas as faces, apresentando maior didmetro na face adaxial. No
acesso 1 as células sdo circulares apenas na face abaxial (Figura
1.14).

O colénquima é composto por uma a duas camadas de células
isodiameétricas na face abaxial. Na face adaxial os acessos 1 e 2
apresentam numero de camadas variando de trés a quatro e nos
acessos 3, 4 e 5 de uma a duas camadas (Figura 1.14).

O xilema é envolto por tecido parenguimatico e apresenta
niamero varidvel de elementos de metaxilema, mas em geral, foram
encontrados de 2 a 4. O floema apresenta fibras extraxileméaticas de
paredes delgadas (Figura 1.14).

O bordo foliar de todos os acessos estudados apresentou
formato arredondado e as mesmas caracteristicas do restante da
lamina foliar (Figura 1.9).

A nervura principal foi descrita como visivelmente
proeminente na face abaxial e com feixe vascular anico envolto por
parénquima fundamental por Zamfirache et al. (2008) em Ocimum
basilicum. Toledo et al. (2004), descrevendo Cunila microcephala
observaram nervura principal com cuticula estriada, dois estratos
de colénquima e feixe vascular colateral. Vianna (2009) descreve o
sistema vascular como colateral, em forma de arco fechado em
Ocimum gratissimum. O bordo foliar mostrou, assim como no
presente trabalho, a mesma organizacdo estrutural da lamina foliar.
Martins e Pastori (2004) observaram nervura central delimitada por
espessa camada de colénquima com feixe vascular colateral em M.

officinalis.

2-Peciolo:

O peciolo apresenta diferentes formatos. No acesso 1 ¢
semicircular, convexo na face abaxial e mais reto na adaxial, com
laterais arredondadas. Nos acessos 2 e 4 sdo semicirculares,

apresentam a parte mais arredondada na face abaxial, levemente
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concavo na adaxial e com as laterais arredondadas. J& nos acessos
3 e 5 o peciolo tem formato praticamente circular, sendo
ligeiramente mais lineares na face adaxial (Figura 1.15).

Todos os acessos apresentaram cuticula com ornamentacgdo. A
epiderme é unisseriada, com células epidérmicas comuns,
estOmatos e tricomas. Estdo presentes tricomas tectores e dois
tipos de tricomas glandulares, os capitados (Figura 1.23) e o0s
peltados. Os tricomas tectores sdo mais frequentes na face adaxial
do peciolo, assim como na nervura principal da lamina foliar
(Figura 1.16).

Zamfirache et al. (2008) observaram no peciolo de duas
espécies de O. basilicum, cuticula delgada, presenca de poucos
estomatos e dois tipos de tricomas, tectores unisseriados e
pluricelulares presentes em toda superficie e tricomas glandulares
com pedicelo unicelular e glandula uni ou bicelular.

Vianna (2009) ao descrever o peciolo de Ocimum
gratissimum, observou contorno semi-cilindrico, epiderme
uniestratificada, tricomas glandulares e tectores unisseriados e
pluricelulares. Sistema vascular com arranjo colateral em forma de
arco aberto interrompido.

Costa et al. (2009), observou em peciolo de Ocimum
gratissimum duas leves projecGes nas extremidades de seus cortes,
que também apresentaram feixe vascular reduzido e com formato de
arco aberto.

Ao estudarem o peciolo de outra espécie da familia
Lamiaceae, Fiuza et al. (2010) o descreveram com contorno
concavo na face adaxial e convexo na abaxial, epiderme
unisseriada com tricomas tectores ramificados e tricomas
glandulares em ambas as faces. Sistema vascular em forma de
ferradura constituido por feixes colaterais, evidenciando calota
esclerenquimatica externamente ao floema.

Mauro et al. (2009) ao descreverem duas espécies do género
Plectranthus (Lamiaceae), notaram no peciolo de formato céncavo/

convexa epiderme unisseriada com cuticula espessa, feixe vascular
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colateral fechado com 2 feixes acessOrios e abundantes tricomas
tectores unisseriados pluricelulares.

Satil et al. (2007) na Turquia observaram em peciolos de H.
bituminosus, também da familia Lamiaceae epiderme unisseriada
com cuticula espessa e tricomas tectores unisseriados, com 2 a 3
células, e glandulares, com uma celula basal e uma apical.

O coOrtex é composto por 1 a 3 camadas de colénquima e 3 a 6
camadas de células de parénquima de preenchimento de formato
isodiamétrico com meatos e sem contetdo celular observado. A
bainha amilifera é composta por 1 camada de células
parenquiméticas (Figura 1.15).

O sistema vascular é colateral e encontra-se em inicio de
crescimento secundario. E disposto em semicirculo nos acessos 1, 3
e 4, em semicirculo fechado no acesso 2 e mais retilineos no acesso
5 (Figura 1.15). E semelhante & nervura principal da lamina foliar
e apresenta feixes acessorios (Figura 1.17), variando de 1 a 2 e que
sdo localizados préximos a face adaxial.

O floema primario é composto por elementos de tubo crivado
e células companheiras, sem conteudo celular observado. O xilema
primario é composto por 2 a 4 camadas de metaxilema e 1 camada

de protoxilema.

3-Cortes Paradérmicos:

Os estébmatos das espécies estudadas sdo do tipo diacitico,
onde as células subsidiarias tem paredes em comum,
perpendiculares ao maior eixo das células-guarda (Figura 1.18). As
células epidérmicas apresentam paredes anticlinais sinuosas.

Foram observados tricomas glandulares em ambas as faces e

tectores mais presentes na face adaxial.

4-Microscopia eletronica de varredura:
No acesso 1 foram observados tricomas tectores apenas nas
nervuras da face adaxial. No acesso 2 foram observados tricomas

tectores em ambas as faces apenas nas nervuras, sendo que na face
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adaxial estdo presentes em maior quantidade que na face abaxial.
No acesso 3, a presenca de tricomas tectores foi notada em toda a
lamina foliar na face abaxial, jA na face adaxial estdo presentes
apenas na nervura. No acesso 4 o0s tricomas tectores estdo
localizados em toda lamina foliar e na nervura em ambas as faces e
no acesso 5 apenas nas nervuras em ambas as faces. Todos o0s
tricomas tectores se apresentaram unisseriados e pluricelulares.

Os tricomas glandulares estdo presentes em ambas as faces ao
longo de toda ldmina foliar em todos os acessos. Também sdo
encontrados nas nervuras, com excecdo do acesso 4 que possui 0S
tricomas glandulares inseridos nas laterais da nervura principal.
Foram observados dois tipos de tricomas glandulares: um maior,
peltado, localizado em grandes depressOes e apresentando 1 a 4
células apicais e outro menor, capitado e composto por 2 células
apicais e pedicelo (Figuras 1.19, 1.20, 1.22, 1.24, 1.25).

Todos os tricomas tectores observados apresentam
ornamentacdo da cuticula (Figura 1.26). Os estématos apresentam
cristas, que sdo pequenas projecdes cuticulares salientes.

Foi observado que no acesso 4 os tricomas, glandulares e
tectores, estdo presentes em maior densidade que nos demais
acessos estudados. No acesso 3, o0s tricomas tectores estéo
presentes em maior quantidade na face adaxial.

Notou-se também uma maior deposicdo de cera na epiderme
dos acessos 4 e 5 em relacdo aos demais estudados (Figura 1.21). A
maior deposicdo de cera na epiderme pode ser uma protecdo contra
pragas e efeitos adversos de clima, assim como o0s tricomas.
Werker (2000) evidencia que tricomas tectores densamente
distribuidos ao longo da lamina foliar podem servir como barreira
mecénica contra fatores ambientais e climaticos extremos como
excesso de radiacdo solar.

As principais diferencas entre os acessos estudados que
permitem a diferenciacdo dos mesmos anatomicamente estdo

evidenciadas na tabela 1.1.
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Tabela 1.1: Principais diferengas observadas entre os 5 acessos de Ocimum estudados.

Acesso 1 AcCesso 2 Acesso 3 Acesso 4 Acesso 5
T. te(_:tores Iar_nlna Ausentes Ausentes Presentes Presentes Ausentes
foliar- abaxial
T. te(_:tores Iar_nlna Ausentes Ausentes Ausentes Presentes Ausentes
foliar- adaxial
T. f[ec'Fores nerVL_Jra Ausentes Presentes Presentes Presentes Presentes
principal- abaxial
T. f[ec'gores nerVL_Jra Presentes Presentes Presentes Presentes Presentes
principal- adaxial
Formato do pE.}CIOIO_ Convexo Arredondado Circular Arredondado Circular
face abaxial
Formato do peciolo- Ligeiramente Leve Ligeiramente

. Mais linear  Leve concavidade - . o
face adaxial ais finea eve concavid mais linear concavidade mais linear
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CONCLUSAO

A anélise anatdmica fornece subsidios que possibilitam a
identificacdo e caracterizacdo dos acessos estudados. As diferencas
observadas no formato do peciolo, auséncia ou presenca de
tricomas tectores nas faces abaxial e adaxial, tamanho das
reentrdncias na epiderme da lamina foliar, tamanho e formato das
células epidérmicas comuns e deposicdo de cera na epiderme

permitem a diferenciacdo dos acessos analisados no estudo.
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Figura 1.8 - Vista geral da lamina foliar em corte transversal dos 5 acessos de Ocimum estudados .
Figura | =acesso | (colunar roxo); 2 = acesso 2 (tradicional); 3 = acesso 3 (miado verde); 4= acesso 4
(hibrido) ¢ 5= acesso 5 (miudo roxo). r= reentrancias: cec = células epidérmicas circulares; cet=
células epidérmicas tabulares: tt= tricome tector ¢ tp= tricome peltado. As barras indicam 50 pm.
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Figura 1.9 - Bordo foliar em corte transversal dos 5 acessos de Ocimum estudados . Figura |
=acesso | (colunar roxo): 2 = acesso 2 (tradicional). 3 = acesso 3 (miudo verde). 4= acesso 4
(hibrido) ¢ 5= acesso 5 (miudo roxo). As barras indicam 50 um.
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Figura 1.10 - 1 =Disposi¢do do mesofilo em corte transversal do acesso 3 (miudo verde); 2=
ornamentacdo da cuticula do acesso | (colunar roxo); 3 e¢ 4= detalhe do estébmato do acesso 1: 5=
estomato do acesso 3: 6= cristais do parénquima palicadico do acesso 4 (hibrido). As siglas pp e pl
indicam, respectivamente. parénquima paligadico ¢ parénquima lacunoso; cs = cavidade substomatica.
As barras indicam 50 pm.
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Figura 1.11 - Tricomas tectores das laminas foliares em corte transversal dos 5 acessos de Ocimum
estudados. Figura 1 =acesso | (colunar roxo): 2 = acesso 2 (tradicional). 3 = acesso 3 (miudo verde):
4=acesso 4 (hibrido) e 5= acesso 5 (miado roxo). As barras indicam 50 pm.
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Figura 1.12 - Tricomas glandulares das folhas em corte transversal dos 5 acessos de Ocimum
estudados. Fotos la. 1b e lc acesso 1 (colunar roxo): 2a ¢ 2b= acesso 2 (tradicional): 3a. 3b e 3¢=
acesso 3 (miudo verde); 4a, 4b ¢ 4 c= acesso 4 (hibrido) e 5a= acesso 5 (miudo roxo). As abreviacdes
tp ¢ tc significam. respectivamente. tricoma glandular peltado ¢ tricoma glandular capitado. As barras
indicam 50 pm.
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Figura 1.12 (Continuag¢do) - Tricomas glandulares das folhas em corte transversal dos 5 acessos de
Ocimum estudados. Fotos la. 1b e lc acesso | (colunar roxo): 2a ¢ 2b= acesso 2 (tradicional): 3a. 3b ¢
3¢c= acesso 3 (miudo verde). 4a. 4b e 4 ¢c= acesso 4 (hibrido) ¢ 5a= acesso 5 (miudo roxo). As
abreviagdes tp e tc significam. respectivamente. tricoma glandular peltado e tricoma glandular
capitado. As barras indicam 50 pm.
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Figura 1.13 - Nervuras secundarias das laminas foliares em corte transversal dos 5 acessos de
Ocimum estudados. - a-Visdo geral das nervuras secundarias: b-Detalhe do feixe vascular. Foto la ¢
Ib representam o acesso 1 (colunar roxo); 2a e 2b o acesso 2(tradicional): 3a e 3b o acesso 3(miudo
verde): 4a e 4b o acesso 4 (hibrido) e 5a e 5b o0 acesso 5 (miudo roxo). As barras indicam 50 pm.
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Figura 1.13 (Continuagdo) - Nervuras secundarias das laminas foliares em corte transversal dos 5

acessos de Ocimum estudados. - a

-Visdo geral das nervuras secundarias: b-Detalhe do feixe vascular,

b o acesso

~
a e 5b o acesso 5 (miudo roxo). As barras indicam

3ae3

Foto la e 1b representam o acesso 1 (colunar roxo). 2a e 2b o acesso 2(tradicional);
3(miado verde): 4a e 4b o acesso 4 (hibrido) ¢

50 pm.

5
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Figura 1.14 - Nervuras principais das laminas foliares em corte transversal dos 5 acessos de Ocimum
estudados. - a-Visdo geral das nervuras principais: b-Detalhe do feixe vascular. Foto la e b
representam o acesso 1(colunar roxo): 2a ¢ 2b o acesso 2(tradicional): 3a ¢ 3b 0 acesso 3(miado verde)
: 4a e 4b o acesso 4 (hibrido) ¢ 3a e 5b o acesso 5(miado roxo). Formato do feixe vascular:
semicirculo aberto nos acessos 2. 3 e 4: semicirculo fechado no acesso 1 e linear no acesso 5. x=
xilema: f= floema: col= colénquima: pp= parénquima pali¢adico: pl= parénquima lacunoso : pc=
parénquima clorofiliano: em= elemento de metaxilema. As barras indicam 50 pum.
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Figura 1.14 (Continuagio) - Nervuras principais das laminas foliares em corte transversal dos 5 acessos
de Ocimum estudados. - a-Visdo geral das nervuras principais: b-Detalhe do feixe vascular. Foto lae
Ib representam o acesso 1(colunar roxo): 2a ¢ 2b o acesso 2(tradicional). 3a ¢ 3b o acesso 3(miado
verde): 4a ¢ 4b o acesso 4 (hibrido) e 5a ¢ 5b o acesso S(miado roxo). Formato do feixe vascular:
semicirculo aberto nos acessos 2. 3 e 4. semicirculo fechado no acesso | e linear no acesso 5. x=
xilema: f= floema: col= colénquima: pp= parénquima pali¢adico: pl= parénquima lacunoso : pc=
parénquima clorofiliano: em= e¢lemento de metaxilema. As barras indicam 50 pm.
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Figura 1.15 - Corte transversal do Peciolo - a-Visdo geral do peciolo dos 5 acessos de Ocimum; b-
Detalhe do feixe vascular. As fotos la ¢ 1b representam o acesso 1 (colunar roxo): 2a ¢ 2b o acesso 2
(tradicional): 3a e 3b o acesso 3 (miudo verde): 4a e 4b o acesso 4 (hibrido)e 5a e 3b o0 acesso 3 (miudo
roxo). pp= parénquima de preenchimento: col= colénquima: fa= feixes acessorios. As barras indicam
50 pm.
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Figura 1.15 (Continuagdo) - Corte transversal do Peciolo - a-Visdo geral do peciolo dos 5 acessos de
Ocimum; b-Detalhe do feixe vascular. As fotos la ¢ 1b representam o acesso 1 (colunar roxo): 2a ¢ 2b
o0 acesso 2 (tradicional): 3a e 3b o acesso 3 (miudo verde): 4a ¢ 4b o acesso 4 (hibrido)e 5a e 5b o
acesso 5 (miudo roxo). pp= parénquima de preenchimento: col= colénquima: fa= feixes acessorios. As
barras indicam 50 pm.
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Figura 1.16 - Corte transversal do peciolo de Ocimum. a e b — Detalhe da epiderme com tricomas
glandulares e tectores. As fotos la ¢ 1b representam o acesso 1 (colunar roxo): 2a ¢ 2b o acesso 2
(tradicional): 3a ¢ 3b o acesso 3 (miudo verde): 4a ¢ 4b o acesso 4 (hibrido)e 5a o acesso 5 (miudo
roxo). As barras indicam 50 pm.
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Figura 1.16 (Continuagio) - Corte transversal do peciolo de Ocimum. a ¢ b — Detalhe da epiderme
com tricomas glandulares ¢ tectores. As fotos la e 1b representam o acesso 1 (colunar roxo): 2a ¢ 2b
0 acesso 2 (tradicional); 3a ¢ 3b o acesso 3 (miudo verde): 4a ¢ 4b o acesso 4 (hibrido)e 5a o acesso
5 (miudo roxo). As barras indicam 50 pum.

Figura 1.17 - Corte transversal de Ocimum. Detalhe dos feixes acessorios no peciolo dos acessos 2
(tradicional), foto 2 e 4 (hibrido). foto 4. As barra indicam 50 pm.
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Figura 1.18 - Cortes paradérmicos das laminas foliares de Ocimum. Fotos la. 1b, lc e 1d indicam fotos
do acesso 1 (colunar roxo); 2a. 2b. 2c e 2d acesso 2(tradicional): 3a. 3b. 3¢ € 3d acesso 3(miudo verde):
4a ¢ 4b acesso 4 (hibrido) ¢ 5a. 5b. 5¢ ¢ 5d acesso S(mindo roxo). s siglas tt. tp ¢ tc significam.
respectivamente, tricoma tector. tricoma peltado e tricoma capitado. As barras representam 50 pm.
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Figura 1.18 (Continuacao) - Cortes paradérmicos das laminas foliares de Ocimum. Fotos la. 1b, lc ¢
Id indicam fotos do acesso | (colunar roxo). 2a. 2b. 2¢ e 2d acesso 2(tradicional): 3a. 3b. 3¢ ¢ 3d
acesso 3(miudo verde): 4a ¢ 4b acesso 4 (hibrido) ¢ 5a. 5b, 5c ¢ 5d acesso 5(miudo roxo). s siglas tt, tp
e tc significam, respectivamente, tricoma tector, tricoma peltado ¢ tricoma capitado. As barras
representam 50 pm.
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Figura 1.18 (Continuagio) - Cortes paradérmicos das laminas foliares de Ocimum. Fotos la. 1b. lc e
Id indicam fotos do acesso 1 (colunar roxo): 2a. 2b. 2¢ ¢ 2d acesso 2(tradicional): 3a. 3b. 3¢ ¢ 3d
acesso 3(miudo verde): 4a ¢ 4b acesso 4 (hibrido) ¢ 5a. 5b. 5¢ ¢ 5d acesso 5(miudo roxo). s siglas tt. tp
e tc significam, respectivamente, tricoma tector, tricoma peltado e tricoma capitado. As barras
representam 50 pm.
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Figura 1.19 - Microscopia Eletronica de Varredura dos bordos foliares dos 5 acessos de Ocimum.
Detalhe do bordo mostrando tricomas tectores (tt). peltados (tp). capitados (tc) e estomatos. 1=acesso |
(colunar roxo): 2= acesso 2 (tradicional); 3=acesso 3 (miudo verde). 4=acesso 4 (hibrido) ¢ 5 = acesso 5
(miudo roxo). As barras representam a escala de 100um.
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Figura 1.20 - Microscopia Eletrdnica de Varredura da vista geral das laminas foliares dos 5 acessos de
Ocimum estudados. a- Face abaxial: b- Face adaxial. l=acesso 1 (colunar roxo): 2= acesso 2
(tradicional); 3=acesso 3 (miudo verde): 4=acesso 4 (hibrido) e 5 = acesso 5 (miudo roxo). As barras
indicam 100 pm.
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Figura 1.20 (Continuagio) - Microscopia Eletrénica de Varredura da vista geral das laminas foliares
dos 5 acessos de Ocimum estudados. a- Face abaxial: b- Face adaxial. 1=acesso 1 (colunar roxo): 2=
acesso 2 (tradicional). 3=acesso 3 (miudo verde): 4=acesso 4 (hibrido) ¢ 5 = acesso 5 (miudo roxo). As
barras indicam 100 pm.
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Figura 1.21 - Microscopia Eletronica de Varredura dos estomatos diaciticos nos acessos de Ocimum .
a- Face abaxial: b- Face adaxial. l1=acesso 1 (colunar roxo): 2= acesso 2 (tradicional): 3=acesso 3
(miudo verde): 4=acesso 4 (hibrido) ¢ 5 = acesso 5 (mitdo roxo). As barras indicam 10 pm.
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Figura 1.21 (Continuagio) - Microscopia Eletrénica de Varredura dos estomatos diaciticos nos acessos
de Ocimum . a- Face abaxial: b- Face adaxial. I=acesso 1 (colunar roxo): 2= acesso 2 (tradicional):
3=acesso 3 (miudo verde). 4=acesso 4 (hibrido) e 5 = acesso 5 (mmdo roxo). As barras indicam 10 pm.
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Figura 1.22- Microscopia Eletrénica de Varredura dos tricomas glandulares localizados na ala das
laminas foliares dos acessos de Ocimum. l=acesso 1 (colunar roxo): 2= acesso 2 (tradicional);
3=acesso 3 (miudo verde): 4=acesso 4 (hibrido) e 5 = acesso 5 (miudo roxo). la. lc. 2a. 2c. 3a. 3c. 3d.
4a, 5a. 5c. 5d ¢ 5e representam tricomas da face abaxial: 1b, 1d. 2b, 2d, 3b, 3¢, 3f, 4b. 4c. 4d. 4e ¢ 5b
representam os na face adaxial. As abreviagdes representam tt=tricoma tector, tc= tricoma glandular
capitado e tp= tricoma glandular peltado. Barras grandes indicam 100pum e barras pequenas
representam 10pum.
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Figura 1.22 (Continuagio)- Microscopia Eletronica de Varredura dos tricomas glandulares localizados
na ala das laminas foliares dos acessos de Ocimum. l=acesso 1 (colunar roxo). 2= acesso 2
(tradicional). 3=acesso 3 (miudo verde): 4=acesso 4 (hibrido) ¢ 5 = acesso 5 (miudo roxo). la. lc. 2a,
2¢, 3a, 3c, 3d. 4a, 5a. 5c, 5d e 5e representam tricomas da face abaxial; 1b. 1d. 2b, 2d, 3b. 3e, 31, 4b,
4c, 4d. 4e ¢ 5b representam os na face adaxial. As abreviagbes representam tt=tricoma tector. tc=
tricoma glandular capitado e tp= tricoma glandular peltado. Barras grandes indicam 100um e barras
pequenas representam 10pm.
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Figura 1.22 (Continuacio)- Microscopia Eletronica de Varredura dos tricomas glandulares localizados
na ala das laminas foliares dos acessos de Ocimum. l=acesso 1 (colunar roxo): 2= acesso 2
(tradicional): 3=acesso 3 (miudo verde): 4=acesso 4 (hibrido) ¢ 5 = acesso 5 (miudo roxo). la. lc. 2a,
2c¢, 3a, 3c, 3d. 4a, 5a. 5c¢, 5d e 5e representam tricomas da face abaxial; 1b, 1d. 2b, 2d, 3b. 3e, 3f, 4b,
4c¢, 4d. 4¢ ¢ 5b representam os na face adaxial. As abreviagdes representam tt=tricoma tector. tc=
tricoma glandular capitado e tp= tricoma glandular peltado. Barras grandes indicam 100pum e barras
pequenas representam 10um.
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Figura 1.22 (Continuagio)- Microscopia Eletronica de Varredura dos tricomas glandulares localizados
na ala das laminas foliares dos acessos de Ocimum. l=acesso 1 (colunar roxo). 2= acesso 2
(tradicional): 3=acesso 3 (miado verde); 4=acesso 4 (hibrido) ¢ 5 = acesso 5 (miudo roxo). la. lc, 2a,
2¢, 3a. 3c, 3d. 4a, 5a. 5c, 5d e 5e representam tricomas da face abaxial: 1b, 1d. 2b. 2d, 3b. 3e, 3f. 4b,
4c¢, 4d. 4¢ ¢ 5b representam os na face adaxial. As abreviagbes representam tt=tricoma tector. tc=
tricoma glandular capitado e tp= tricoma glandular peltado. Barras grandes indicam 100um e barras
pequenas representam 10pm.
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Figura 1.23 - Microscopia Eletronica de Varredura de tricoma glandular observado no peciolo do
acesso 4 (hibrido). A barraindica 10 pm.

Figura 1.24 - Microscopia Eletronica de Varredura dos tricomas tectores observados na ala da lamina
foliar dos acessos de Ocipnum . Numero 3 representa o acesso 3 (miudo verde) € o numero 4 representa
o acesso 4 (hibrido). As barras indicam 10 pm.
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Figura 1.25 - Microscopia Eletronica de Varredura dos tricomas encontrados na nervura central das
acessos de Ocimum estudados. Nota-se tricomas pequenos, médios e grandes. a- Face abaxial: b- Face
adaxial. I=acesso | (colunar roxo): 2= acesso 2 (tradicional). 3=acesso 3 (miudo verde): 4=acesso 4
(hibrido) ¢ 5 = acesso 5 (miudo roxo). As abreviagdes representam tt= tricoma tector, tc= tricoma
glandular capitado e tp= tricoma glandular peltado. Barras grandes indicam 100pm e barras pequenas
10 pm.
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Figura 1.25 (Continuagdo) - Microscopia Eletronica de Varredura dos tricomas encontrados na nervura
central das acessos de Ocimum estudados. Nota-se tricomas pequenos, médios e grandes. a- Face
abaxial: b- Face adaxial. I=acesso | (colunar roxo). 2= acesso 2 (tradicional): 3=acesso 3 (miudo
verde). 4=acesso 4 (hibrido) ¢ 5 = acesso 5 (miudo roxo). As abreviagdes representam tt= tricoma
tector, tc= tricoma glandular capitado ¢ tp= tricoma glandular peltado. Barras grandes indicam 100pm
e barras pequenas 10 pm.
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Figura 1.26 - Microscopia Eletronica de Varredura da ornamentacio na cuticula dos tricomas tectores
encontrados nos acessos de Ocimum estudados. 1=acesso 1 (colunar roxo). 2= acesso 2 (tradicional):
3=acesso 3 (miudo verde): 4=acesso 4 (hibrido) ¢ 5 = acesso 5 (mitdo roxo). As barras representam
10pm.
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CAPITULO II:

AVALIA(;AO DO EFEITO DAN\ SAZQNALIDADE NO
RENDIMENTO E COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO
ESSENCIAL DE Ocimum basilicum
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RESUMO

O manjericdo (Ocimum basilicim) é largamente utilizado na
medicina popular e seu Oleo essencial tem grande valor de
mercado. No presente estudo, foi avaliada a influéncia da
sazonalidade na umidade, rendimento e composi¢cdo quimica do
6leo essencial, teor de linalol, 1,8-cineol e eugenol e na quantidade
em miligramas de linalol e 1,8-cineol de um acesso de Ocimum
basilicum. O experimento foi realizado em campo e as coletas
foram efetuadas nas estacdes chuvosa e seca. As extragdes foram
realizadas por hidrodestilagcdo em aparelho Clevenger modificado e
a analises foram realizadas em cromatégrafo Shimadzu, GC 17A. A
identificacdo dos constituintes foi feita baseada nos espectros de
massa obtidos em Agilient 5973N. O objetivo do presente estudo
foi wverificar a influéncia da sazonalidade no rendimento e
composicdo quimica qualitativa e quantitativa do 6leo essencial de
um acesso de Ocimum basilicum cultivado no DF. Na época
chuvosa foram encontrados o0os melhores resultados em
produtividade de oOleo essencial. Os trés compostos majoritarios
encontrados no 6leo essencial foram linalol, 1,8-cineol e eugenol.
Houve efeito de época para o teor de umidade das plantas, o
rendimento de Oleo essencial, a percentagem relativa dos
compostos majoritarios e a quantidade em miligramas de linalol e
de 1,8-cineol. Os resultados evidenciam que a época de colheita é
um fator determinante para aumento de produtividade e obtencdo de

O0leo essencial de melhor qualidade.

Palavras chave: manjericdo, rendimento, 6leo essencial, linalol,

1,8-cineol, eugenol.
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ABSTRACT

Basil (Ocimum basilicum) is widely used in folk medicine and its
essential oil has great market value. In the present study, the
seasonal influence on moisture, yield and composition of essential
oil, content of linalool, 1,8-cineole and eugenol and the amount in
milligrams of linalool and 1,8-cineole were evaluated in a Ocimum
basilicum access. The experiment was conducted field conditions
and samples were collected during the rainy (abr./2011) and dry
(set./2011) season. The extractions were performed by
hydrodistillation in a modified Clevenger apparatus and the
analyzes were performed on Shimadzu GC 17A chromatograph.
Identification of components was based on the mass spectra
obtained in Agilient 5973N. The aim of this study was to
investigate the influence of seasonality on yield and qualitative
and quantitative chemical composition of essential oil of Ocimum
basilicum access cultivated in DF. The best results in yield of
essential oil were found in the rainy season. The three major
compounds found in the essential oil were linalool, 1,8-cineole and
eugenol. There was seasonal effect on moisture content of plants,
essential oil yield, relative percentage of the major compounds and
in the amount of linalool and 1,8-cineole in milligrams. The results
show that the harvest time is a decisive factor for productivity and

essential oil quality.

Key words: Basil, yield, essential oil, linalool, 1,8-cineole,

eugenol.
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INTRODUCAO

Os Oleos essenciais sdo compostos aromaticos, volateis,
presente na maioria das especiarias conferindo caracteristicas de
sabor e aroma aos condimentos (FERREIRA, 1991).

A sua producdo nas plantas estd geralmente associada a
presenca de estruturas secretoras especializadas, tais como
tricomas glandulares, ductos de 6leos ou resinas que contém grande
variedade de terpenos, considerados os sitios priméarios de
acimulos desse material (FAHN, 1979).

Os OGleos essenciais sdo quimicamente derivados de
fenilpropanoides ou de terpendides e produzidos a partir do
metabolismo secundario das plantas, que os utilizam para sua
protecdo e atracdo de polinizadores (NOGUEIRA et al., 2007).

O 6leo essencial de manjericdo constitui a matéria-prima de
maior valor agregado nos mercados nacional e internacional, e é
obtido a partir de folhas e inflorescéncias das plantas do género
Ocimum (SIMON et al., 1990; ECKELMANN, 2002; BLANK et al.,
2004).

O manjericdo tipo europeu apresenta maior valor de mercado
(SIMON et al., 1990) e os seus principais constituintes sdo o
linalol e o metil chavicol (estragol) (FLEISHER, 1981; CHARLES
E SIMON, 1990). O 6leo essencial de manjericdo também apresenta
propriedades inseticidas e repelentes (UMERIE et al.,1998). De
acordo com Lawrence (1993) a producdo mundial do 6leo essencial
de Ocimum basilicum foi de 43 toneladas, representando um valor
de 2,8 milhGes de ddlares.

As espécies mais conhecidas do género Ocimum apresentam
como constituintes majoritarios em seu Oleo essencial o metil
chavicol, eugenol, linalol, 1,8-cineol (BARITAUX et al., 1992),
cinamato de metila (PEREZ et al., 1995), geraniol (CHARLES &
SIMON, 1990) e timol (NTEZURUBANZA et al., 1984).
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A variabilidade na producdo e teor de Oleos essenciais é
conhecida por ser afetada por fatores ambientais tais como luz,
disponibilidade de nutrientes, estacdo do ano, periodo do dia, ciclo
e parte da planta (MULLER-RIEBAU et al. 1997; PERRI et al.
1999; VESELA et al. 1999; CARVALHO-FILHO et al., 2006), como
também por fatores genéticos (VIEIRA et al., 2001; SKOULA et al.
2000; TAVARES et al., 2005).

Suchorska & Osinska (2001) estudaram a morfologia, o
desenvolvimento e a composicdo quimica do Oleo essencial de
cinco formas de O. basilicum. Os pardmetros analisados foram:
altura, crescimento, marcha do florescimento, estrutura da
inflorescéncia, produtividade e composicdao do 6leo essencial e o
valor sensorial. Houve diferenca significativa para altura, tamanho
e cor da folha, a quantidade de flores e a produtividade.

Num estudo sobre a composi¢cdo quimica do Oleo essencial de
24 amostras frescas e secas de O. basilicum, Chalchat et al. (1999)
identificaram 53 componentes. Todas as amostras foram do tipo
linalol com quatro subtipos: Linalol (60-70%) e eugenol (5-15%);
linalol (<60%) e eugenol; linalol e metil eugenol ou linalol e metil
chavicol. Os subtipos ndo foram afetados pela origem ou
procedéncia do material.

Na Turquia, Ozcan & Chalchat (2002), analisaram a parte
aérea de O. basilicum e O. minimum, identificando 49 componentes
em O. basilicum e 41 em O. minimum, 0s quais correspoderam a
88,1% e 74,4% do Oleo essencial, respectivamente. O déleo de O.
basilicum continha 78.02% de metil eugenol, 6,17% de alfa
cubebeno, 0,83% de nerol e 0,74% de y-muuroleno como principais
componentes. A composicdo de O. minimum acusou geranil acetato
(64,48%), terpineno-4-ol (2,35%) e octen-3-il-acetato (0,72%).
Também foi pesquisada a producdo e a qualidade do 6leo essencial
de O. minimum cultivado em 3 datas de colheita. A producdo de
folhas frescas foi 1320 kg/ha. A maior quantidade de 6leo essencial

foi obtida na terceira data de colheita a partir de folhas secas. O
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principal componente do 6leo essencial foi cinamato de metila e
ndo linalol.

Suh & Park (1999a) analisaram o 6leo essencial de O.
basilicum var. purpurascens e O. minimum cultivados
hidroponicamente e revelaram que os principais componentes do
6leo essencial dos dois tipos foram : linalol, metil chavicol,
eugenol e cariofileno. O. basilicum produziu a maior quantidade de
6leo e O. minimum a menor. Estudaram ainda o efeito da estagcdo de
plantio (primavera, verdo e inverno) sobre a quantidade e a
composi¢cdo do Oleo essencial, verificando que as plantas
cultivadas no verdo apresentavam maior concentracdo de O6leo
essencial, seguidas pelas da primavera. O 6leo essencial produzido
no verdo, no entanto, continha mais linalol e eugenol. A quantidade
total de 6leo essencial foi variavel. Os O0leos essenciais produzidos
no inverno contiveram mais sesquiterpenos enquanto os produzidos
no verdo contiveram menos.

Suh & Park (1999b), pesquisaram o efeito do suplemento de
magnésio em 4 doses a O. basilicum, O. basilicum var.
purpurascens, e O. minimum cultivados em hidroponia. O aumento
da producdo de Oleo em geral foi diretamente proporcional ao
suplemento de magnésio. A resposta em crescimento vegetal foi
diferenciada entre as espécies. A concentracdo de eugenol
decresceu com o aumento na suplementacdo de magnesio. O linalol
em O. basilicum var. purpurascens, e O. minimum decresceu com o
aumento na suplementacdo de magnésio. Em O. basilicum ocorreu o
contrario.

Martins et al. (1999) analisaram o 0Oleo essencial de 3
espécies tradicionalmente wutilizadas como febrifugas e para
doencas respiratdrias, O. canum, O. gratissimum e O. minimum
cultivados em Sdo Tomé, Republica Democratica de Sdo Tomé e
Principe, e concluiram que o principal componente de O.
gratissimum foi o timol (48,1%), e o p- cimeno (12,5%). O
principal componente de O. canum foi o trans metil cinamato

(79,7%), enquanto o principal componente em O. minimum foi o
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linalol (52,7%), diferentemente do resultado encontrado por Tansi
& Nacar (1999) para O. minimum.

No Brasil, Ocimum basilicum também ocorre em muitos
locais sob diferentes formas, variedades e quimiotipos com
marcada variacdo na composicdo do O0leo essencial. Em uma anélise
de O. basilicum , O. basilicum var. minimum e O. basilicum var.
purpurascens cultivados no Nordeste do Pais mostraram que O.
basilicum var. minimum representa o tipo estragol enquanto as
outras duas espécies representam o tipo linalol. (VASCONCELOS
et al. 2003).

Em Brasilia, Sanson (2009) analisou cinco acessos de
Ocimum basilicum e um hibrido de O. americanum coletados em
feiras e supermercados de Brasilia, DF e de Salvador, BA e
observou grande variacdo tanto nas caracteristicas morfoldgicas
quanto no perfil de aromaticos. Foram determinados cinco
quimiotipos: linalol/cineol; metil chavicol/cineol;
linalol/cineol/canfora; metil chavicol, metil chavicol/linalol.

Quando se realizaram cruzamentos entre variedades e
acessos de O. basilicum, relativos ao perfil de aromaticos de
formas intermediarias, verificou-se que formas intermediarias
diferiam dos parentais ndo apenas na morfologia mas quanto ao
perfil de aromaticos (PUTIEVSKY et al, 1999).

Segundo Farias (1999), localizacdo geografica, época da
coleta, forma de cultivo, condi¢BGes climéaticas, idade do material
vegetal, periodo e condi¢gbes de armazenamento podem influenciar
o rendimento em extrato e o perfil quimico de d&leos
essenciais/extratos de plantas.

Gupta (1994) observou que 0s manjericdes representam um
repositério de um grande numero de compostos aromaticos em seu
6leo tais como: metil chavicol, eugenol, metil eugenol, citral,
linalol, geraniol, timol, metil cinamato, farnesol, elimicina,
neroloidol, borneol, safrol, entre outros, que tem grande demanda

em inddstrias de farmacos, alimentos, flavolizantes e perfumes.
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Os compostos encontrados em maior quantidade nos acessos
de Ocimum basilicum sdo descritos a seguir:
» 1,8 cineol

O 1,8 cineol, cuja estrutura quimica esta representada na
figura 2.1, também conhecido como eucaliptol, é formado a partir
do alfa-terpineol (MURRAY E LINCOLN, 1970). E um liquido
incolor, com odor semelhante a canfora, praticamente insoluvel em
agua, miscivel em alcool, cloroféormio, éter e 6leo fixo (MATOS, et
al., 2004).

Ao ser emitido pelas flores serve como atrativo para
polinizadores, incluindo abelhas, mariposas e morcegos
(CROTEAU, et al., 2000).

Ainda possui diversas aplicacdes terapéuticas, € usado no
tratamento de reumatismo, tosse e asma brdénquica. Possui efeito
germicida util na pediculose, apresenta atividade relaxante da
musculatura lisa do intestino e das vias respiratdrias (SANTOS, et
al., 2005).

Os niveis de 1,8 cineol dentro da planta aumentam com o
aumento da intensidade da luz (OZEL E OZGUVEN, 2002).

CH,

o
CH; CH;

Figura 2.1 — Estrutura quimica de 1,8 cineol.

» Linalol
O linalol é um monoterpeno (figura 2.2) referido como um
componente predominante nos 6leos essenciais em varias espécies
de plantas arométicas (CROTEAU, et al., 2000). E um importante
componente quimico aromatico, largamente usado como fixador de

fragrancias na inddstria cosmética mundial (GARLET, 2007), sendo
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encontrado em aproximadamente 80% dos compostos processados
nas industrias de cosméticos. E um composto muito estavel e
também utilizado como intermediario quimico de vitamina E.

Em estudo realizado em ratos, o Linalol apresentou efeito
inibitério sobre a ligacdo de glutamato no coOrtex cerebral,
apresentando efeitos sedativos e anticonvulsivos (ELISABETSKY
et al., 1995)

Também é usado como inseticida e repelente (UMERIE et al.
1998), ndo apresentando toxicidade para humanos. O Linalol, ao
ser emitido pelas flores serve como atrativo para polinizadores
(CROTEAU, et al., 2000).

OH

Figura 2.2 — Estrutura quimica de linalol.

» Eugenol

Segundo Escobar (2002), uma das propriedades atribuidas ao
eugenol é o alivio da dor de origem dentaria. E componente de
seladores e outros produtos de higiene bucal e tem afeito
bactericida comprovado. Trata-se de um blogqueador da conducao
nervosa que, em baixas concentracdes, é capaz de reduzir a
transmissdo sindptica neuromuscular. Varios estudos concluiram
que o eugenol inibe a ciclooxigenase, inibindo a sintese das
prostaglandinas e favorecendo o efeito analgésico e anestésico.

Baixas concentracdes de eugenol inibem a atividade nervosa de
modo reversivel, atuando como um anestesico local. No entanto, a
exposicdo a altas concentracdes (10-2 a 10-3 mol/) de eugenol
bloqueia irreversivelmente a conduc¢do nervosa indicando um efeito
neurotéxico (ESCOBAR, 2002). Trabalhos na literatura apontam

que o eugenol também tem propriedades antissépticas, de
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estimulante cardiaco, circulatério, digestivo, respiratério e
antiespamoédico, nematicida, antiviral, bactericida e fungicida. A

estrutura quimica do eugenol é apresentada na figura 2.3.

OH

F o

eugenol

Figura 2.3— Estrutura quimica de eugenol.

Blank et al. (2004) em Sergipe caracterizaram morfoldgica e
agronomicamente acessos de Ocimum spp. visando a selecdo de
gendtipos com alto rendimento de 6leo essencial rico em linalol.

Labra et al (2004) verificaram a possibilidade de uso de
marcadores moleculares polimorfismo de DNA com base na analise
ALFP para esclarecer divergéncias de classificag6es. Concluiram
que a andalise combinada de caracteristicas morfolégicas, a
composicdo do dleo essencial e o0os marcadores moleculares
representam progresso para conferir a taxonomia e correlacionar
com as caracteristicas agronémicas. Ao analisarem a morfologia, a
genetica e a composicdo do Oleo essencial de nove acessos de
Ocimum basilicum culinario, os autores verificaram a existéncia de
varios tipos morfolégicos e quimicos. Com relacdo a morfologia
distinguiram-se folhas de tamanho médio, pequeno e grande e
quanto ao formato das folhas distinguiram-se: ovado e lanceolado.
No bordo do limbo foliar distinguiram-se: serreado e inteiro.
Quanto a cor foram observadas: verde e verde-claro. Todas as
flores foram brancas. O parametro altura variou de 20 a 45 cm com
médias de 22,5 a 42,5 cm.

Tesi et al. (1991) compararam formas contrastantes de
manjericdo para fabricacdo do molho pesto: o europeu cultivar
“Genovese”, o “Folha de Alface” e o “Nano” (ou “Compacto”).

Observaram um bom crescimento no “Genovese” (tipo linalol) com
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sua resisténcia a murcha de Fusarium. Verificaram ainda que o
“Folha de Alface” era do quimiotipo metil chavicol.

Trabalhando com acessos semelhantes aos de Tesi et al.
(1991) e visando a obtencdo de novas linhagens de manjericdo que
combinassem o aroma tipico do “Genovese” com o aumento do
tamanho da folha e qualidade agrondmica, Elementi et al. (2006)
observaram 200 progénies derivadas de cruzamentos de “Genovese”
com “Folha de Alface Compacto”. Ao serem quimicamente
analisadas, as progénies apresentaram como componentes mais
relevantes o linalol (16-62%), eugenol (4-40%), 1.8-cineol (1-17%)
e metil chavicol (0-37%). O sabor de menta caracteristico do
“Compacto” nao ¢ apreciado na Itdlia. Assim, sua auséncia nas
progénies foi considerada um ganho.

Gupta (1996) relacionou o quimiotipo de especies de
Ocimum as caracteristicas morfoldgicas das espécies e variedades e
a fenofase da planta.

ApoOs relatos acerca da toxicidade do manjericdo Ocimum
basilicum, os quais fizeram surgir interesse e necessidade de
melhor compreensdo sobre as caracteristicas agronémicas e a
composicdo quimica de diversos acessos botanicos cultivados na
Italia, Macchia et al. (2006) investigaram as caracteristicas
morfolégicas e a composicdo quimica de dez gendtipos. Os
resultados mostraram muitas diferencas entre gendtipos: quatro
foram identificados com base no hébito, ciclo de vida e altura da
planta.

Verma et al. (2012) ao avaliarem 2 cultivares de Ocimum
basilicum em regido de clima sub temperado observaram maior
produtividade no florescimento e durante a estacdo
primaveral/verao.

Martins (2006) estudando Ocimum gratissimum observou que
0s teores percentuais de &6leo essencial variaram em funcdo da
intensidade e qualidade de luz no ambiente de cultivo.

Ao avaliar o efeito do estadio de desenvolvimento na colheita

na composicdo e rendimento do o&leo essencial de orégano e
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tomilho, Christensen e Grevsen (2006) ndo observaram alteracdes
no perfil qualitativo dos dleos essenciais das espécies analisadas
durantes os diferentes estddios de desenvolvimento estudados. As
alteracdes encontradas foram relacionadas a concentracdo dos
componentes majoritdrios que foi maior no estadio de
florescimento.

Maia et al. (2007) ao analisar quimicamente 2 acessos de
Ocimum selloi provenientes de flores e folhas, observaram que o
principal constituinte do primeiro acesso foi o0 estragol e no
segundo, metil eugenol. Germacreno B foi o segundo componente
em maior concentracdo nos 6leos dos dois acessos.

Grayer et al. (1996) identificaram a composi¢cdo dos dleos
essenciais de 16 acessos de Ocimum basilicum e um de Ocimum X
citriodorum utilizando folhas frescas e secas. O perfil quimico
obtido se manteve constante, em geral, utilizando folhas frescas e
secas, apesar da concentracdo, nas folhas secas, de metil chavicol e
eugenol apresentaram declinio em comparacdo com o linalol. Os
compostos majoritarios encontrados foram linalol, metil chavicol,
eugenol, metil eugenol e geraniol.

Marotti et al.(1996) observaram que a maioria dos compostos
de O. basilicum eram monoterpenos. Todos os cultivares estudados
apresentaram altas concentracdes de linalol seguido por 1,8-cineol,
t-cadinol e a-trans-bergamoteno.

Ao caracterizarem o padrdo de compostos volateis e
capacidade antioxidante de 6leos essénciais de diferentes espécies
de Ocimum, Trevisan et al. (2006) encontraram como componentes
majoritarios eugenol, trans-p-cariofileno, 1,8-cineol, linalol ¢ a-
muurolol.

Fernandes et al. (2004) avaliando O. minimum e O. basilicum
utilizando diferentes sistemas de cultivo: hidroponia, substrato
comercial e substrato preparado, verificaram que o tipo de cultivo
ndo influenciou no rendimento dos 0leos essenciais.

Em varias espécies, a composi¢cdo do 6leo essencial pode ser

afetada por diferentes fatores, entre eles: alteracdes fisioldgicas,

87



condicdes ambientais, variacdes geograficas, fatores edaficos e
fatores genéticos e evolucdo. Outro fator de importancia
determinante que afeta a composicdo e teor de Oleo essencial é a
época do ano, assim, o tempo correto de colheita é de importancia
fundamental dos pontos de vista agrondmico e econdmicos
(FIGUEIREDO et al. 2008).

As estruturas especializadas responsaveis pela biossintese e
armazenamento de Oleos esséncias nas especies da familia
Lamiaceae sdo os tricomas glandulares, que ndo sdo,
necessariamente, as mesmas obsevadas em outras familias, o que,
juntamente com fatores genéticos das espécies, pode explicar a
grande variacdo que se nota no comportamento de diferentes
espécies e familias em relacdo a época de maior sintese de Oleo e
liberagcdo do mesmo.

O Manjericdo Colunar Roxo é largamente cultivado, sendo
facilmente encontrado nos mercados e feiras da regido do DF. Sua
multiplicacdo ocorre por estaquia, ja que nas condicdes climaticas
da regido, ndo floresce. Quando cultivado em condi¢bes de campo,
a radiacao solar promove o arroxeamento do talo e nervuras, dai o

nome de Colunar Roxo.

OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi verificar a influéncia da

sazonalidade no rendimento e composi¢cdo quimica qualitativa e

quantitativa do 6leo essencial de um acesso de Ocimum basilicum

comercializado em supermercados do DF.
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MATERIAL E METODOS

Os trabalhos deste segmento foram realizados na Estacéo
Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia, localizada
no Parque Estacdo Bioldégica W5 Norte Final-Brasilia/DF, a 15° 48°
Latitude Sul e 47° 53 Longitude Oeste, a 1.000 metros de altitude
e na Embrapa Recursos Geneticos e Biotecnologia (Cenargen).

Um acesso de Manjericdo Colunar Roxo advindo de um
supermercado em Brasilia, DF e incorporado a colecdo de plantas
medicinais da Universidade de Brasilia foi multiplicado por
estaquia e cultivado em vasos com volume de 4 litros. O substrato
utilizado foi a mistura EEB: (latossolo vermelho de cerrado textura
média+ areiatcomposto orgénico+ vermiculita). Os itens da mistura
apresentaram a seguinte proporc¢do: 3:1:1:1. Para cada 40 litros da
mistura foram incorporados 100 g de NPK na formulacdo 4-16-8.

Apds atingirem altura de aproximadamente 30 centimetros, as
mudas foram transplantadas para o campo.

As plantas foram cultivadas no campo (Figura 2.4), em sulcos,
no espacamento de 80 x 50 cm, no periodo de setembro de 2010 a
novembro de 2011. Para cada metro de sulco foram utilizadas 100
gramas de NPK na formulagdo 4-14-8 e 3 litros de composto
organico.

A adubacdo de manutencdao foi realizada colocando-se 50
gramas de NPK na formulacdo 10-10-10 por planta a cada trés meses.

Em dois periodos, final da estacdo chuvosa (13 de abril de
2011) e final da estacdo seca (30 de setembro de 2011), foram
feitos os cortes das plantas para avaliacdo da producdo de dleo
essencial e sua composi¢cdo. As amostras foram coletadas sempre
no periodo da manhd. Os dados climatoldégicos durante a execucgao
do experimento sdo demonstrados na Tabela 2.1.

O delineamento experimental wutilizado foi inteiramente
casualizado, com dois tratamentos: estacdo seca e chuvosa. Foram

realizadas dez repeticdes com trés subamostras cada.
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Tabela 2.1: Dados climatol6gicos mensais de Brasilia, Distrito Federal, no periodo de outubro
de 2010 a outubro de 2011, coletados na estacdo meteorol6gica Brasilia, cod. 83377.

Precipitacdo Umidade
Temperatura  Temperatura Temperatura Acumulada Relativa Média

Ano Més Maxima (°C) Minima (°C)  Meédia (°C) (mm) (%)
2010 Outubro 33,2 16,8 24,04 189,9 64,32
2010 Novembro 29,8 14,9 21,9 254,5 76,4
2010 Dezembro 30,1 15 22,7 318 75,74
2011 Janeiro 30,3 17 22,5 126,8 72,9
2011 Fevereiro 30,4 17,1 22,95 172,4 72,37
2011 Margo 28,8 16,8 22,52 243,2 77,14
2011 Abril 29,2 14,6 22,23 69,5 67,51
2011 Maio 28,1 12,4 20,61 13,9 59,74
2011 Junho 27,8 111 19,93 3,8 57,07
2011 Julho 28,9 11,4 20,06 0 46,88
2011 Agosto 33 12,2 22,46 0 33,2
2011 Setembro 33,4 13,5 23,51 7 31,62
2011 Outubro 31,2 13,7 21,75 263,9 75,54

Fonte:Banco de Dados Meteorol6gicos para Ensino e Pesquisa, INMET.

As plantas foram pesadas inteiras e em seguida, as folhas e
talos foram pesados separadamente para determinacdo da
percentagem de folhas na planta. As folhas coletadas foram
dispostas em estufa de ar circulante a 38°C, por uma semana, para
a posterior extracdo do 6leo (Figura 2.5).

O oleo essencial foi extraido por hidrodestilacdo em
aparelhos de Clevenger modificados onde foram colocadas cerca de
50g de folhas em baldes de 2L, com 1,5 litro de agua destilada, por
setenta e cinco minutos, apdés o inicio da destilacdo (Figuras 2.6 e
2.7).

Para avaliacdo quantitativa da composicdo do 6leo essencial,
foi utilizado um cromatégrafo Shimadzu GC 17A com auto-injetor
AOC-20i, em coluna capilar HP-5 (25 m x 0,32 mm x 0,25 pum),
com temperatura de forno variando de 60 a 240°C a 3°C min! e
utilizando o hidrogénio como gas carreador (1,4 mL min™!). Foram
injetados 100 pl de 6leo puro diluidos em 1,5 mL de diclorometano
no modo com divisdo de fluxo (1:100; injetor a 250°C). A
identificacdo e quantificacdo dos constituintes majoritarios e as
curvas de calibracdo foram obtidos com padrbées de 1,8 cineol,

linalol e eugenol (Sigma Aldrich).
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A identificacdo dos constituintes dos Oleos essenciais foi
baseada nos espectros de massa obtidos em um Agilent 5973N que
opera por impacto de elétrons (EIMS) a 70 eV, acoplado a um
cromatégrafo Agilent 6890 com uma coluna HP-5 MS (30m X
0,25mm X 0,25 pum), usando o mesmo procedimento de injecdao e
programa de temperatura como descrito para a cromatografia
gasosa. O hélio foi o gas carreador a 1,0 ml/min. A identificacao
dos constituintes dos 6leos essenciais foi baseada nos espectros de
massa obtidos em comparacdo com os dados da biblioteca Wiley
6th ed.; seus indices de retencdo calculados (IR) foram comparados
com dados de Adams (1995); e os indices de Kovats (IK) foram
obtidos a partir da cromatografia gasosa pela interpolacéao
logaritmica da série homdéloga de n-alcanos como padrdes.

A avaliacdo dos compostos majoritarios foi processada de
duas formas, a primeira através dos dados de percentagem relativa
de cada composto (para linalol, 1, 8 cineol, e eugenol), e a
segunda, em valores quantificados em miligramas de cada composto
(linalol e 1,8-cineol), por meio de curva de calibracéo.

Para o calculo da quantidade, em miligramas, de 1,8-cineol e
linalol nas amostras de Oleo essencial, foi realizada a
cromatografia dos compostos puros como padrbdes. As amostras dos
padrbes foram diluidas nas concentracdes de 20, 40, 60, 80 e 100%,
pesadas e injetadas no cromatégrafo. Os valores da area dos picos
de cada composto obtidos no cromatograma foram utilizados para a
obtencdo de uma curva de calibracdo através da regressdo linear
para cada padrdo. A partir da curva de regressdo foi gerada uma
equacdo, que permitiu a relacdo entra a 4rea do grafico obtido pelo
cromatograma e a quantidade, em miligramas, de 1,8-cineol e
linalol nas amostras de 6leo essencial.

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada
utilizando-se o teste Scott-Knott por meio do software SISVAR
5.3.
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Figura 2.4- Mudas de Manjericdo Colunar Roxo sendo transplantadas para campo com
0s sulcos de plantio previamente adubados.

Figura 2.5: Estufa de ar circulante com o material vegetal acondicionado em sacos de
papel furados para permitir correta secagem.

Figuras 2.6 e 2.7: Destilacao das folhas nos Clevengers modificados e amostras
coletadas e acondicionadas em vials para posterior analise cromatogréfica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no ensaio de producdo de matéria
fresca e rendimento de 6leo essencial indicam maior quantidade de
6leo produzida na estagdo chuvosa, que permitiu melhor
desenvolvimento da planta e consequente maior producdo de
matéria para extracdo de Oleo. Os valores obtidos neste ensaio

estdo expostos na Tabela 2.2 e 2.3.

Tabela 2.2- Produgdo de matéria fresca e rendimento de 6leo essencial do acesso Manjericdo Colunar
Roxo (Ocimum basilicum L.). Valores em gramas de MFT: massa fresca total; MST: massa seca total;
MFS: massa de folhas secas.

MFT (g) MST (g) MFS (g) Oleo %

Tratamento Média
Chuva 1035,91 A 224,456 A 89,285 A 1,607 a*
Seca 543,482 B 107,135B 56,119 B 1,238 b

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Scott-Knott.

O rendimento (p/p) de oOleo essencial foi influenciado pela
época de colheita. O teor encontrado nas folhas secas (Tabela 2.3)
foi maior na estacdo chuvosa, apresentando diferenca significativa

ao nivel de probabilidade de 5%.

Tabela 2.3- Rendimento do 6leo essencial de Ocimum basilicum cultivado no Distrito Federal nas duas
épocas coletadas: estacdo chuvosa, abril de 2011.; estacdo seca, setembro de 2011.

Rendimento de 6leo

Tratamento Média
Chuva 1,607 a*
Seca 1,238 b

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Scott-Knott.

Varios autores estudando espécies da mesma familia também
observaram resposta positiva em relacdo ao teor de d6leo com o
aumento na umidade e temperatura, observando que a medida que a
temperatura e a umidade relativa se elevam, ha um aumento no
rendimento de Oleo essencial (DESCHAMPS et al., 2008),
(BOTREL et al., 2010).
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Silva et al. (2003) observaram que o teor de Oleo essencial
em Ocimum basilicum foi afetado conjuntamente pela época e
horario de colheita. As plantas colhidas na época com maiores
temperaturas e precipitacdo obtiveram rendimento 170% maior.

Chaves (2002), ao estudar Ocimum gratissimum, observou que
o rendimento de 6leo essencial oriundo das folhas foi maior que o
advindo de inflorescéncias, notou ainda que no inverno o
rendimento do Oleo foi menor que no verdo, constatando que o
aumento na temperatura e na umidade relativa acarretam em
aumento no rendimento de 6leo essencial.

Martins et al. (2006) avaliando a composicdo do Oleo
essencial de Hyptis suaveolens em dois fotoperiodos, duas épocas
de corte (ap6s 60 e 135 do plantio) e com e sem adubacéo,
obtiveram diferencas quantitativas e qualitativas na composicdo do
O0leo essencial. Os maiores teores foram encontrados nas plantas
com deficiéncia nutricional e colhidas ap6s 135 dias do plantio.

Diferente do que foi encontrado neste trabalho, Carneiro et
al.(2010) estudando o Oleo essencial de Plectranthus amboinicus
concluiu que nos meses de menor precipitacdo pluviométrica
obteve-se maior rendimento de Oleo essencial e nos meses com
maior precipitacdo os dados mostraram tendéncia a baixos
rendimentos. Tal fato pode estar correlacionado com a fisiologia da
espécie estudada, que apresenta maior teor de dagua em suas
estruturas, fazendo com que na estacdo seca devido ao balanco
hidrico da planta, a concentracdo de 6leo seja maior. Também se
pode inferir que na presenca de excesso de agua ha menor producao
de 6leo essencial.

Ao avaliarem o teor do Oleo essencial de Lippia Alba nas
estacbes seca e chuvosa no Ceard, Santos e Innecco (2003),
observaram resultados contrastantes com os obtidos no presente
estudo, sendo que os maiores teores de 6leo essencial foram na
estacdo seca, que apresentou aumento na temperatura e intensidade
luminosa, fatores que podem influenciar as taxas de fotossintese,

respiracdo e producdo de metabdlitos secundéarios.
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Outros autores tambeém obtiveram resultados contrastantes ao
estudarem espécies da mesma familia, observando maiores
rendimentos de Gleo essencial em épocas com maiores temperatura
e menor umidade relativa (BARROS et al., 2009) e em condicOes de
maior estresse com menores temperaturas e menor precipitagao
pluviométrica (CHAGAS et al., 2011).

Durante o periodo do experimento ndo foram observadas
grandes variacdes na temperatura, sendo que os fatores climéaticos
que apresentaram maiores variacOes e provavelmente tiveram seus
efeitos refletidos nas respostas das plantas foram a umidade
relativa e a precipitagcdo (Tabela 2.1). Outro fator importante a ser
ressaltado é que o presente estudo foi realizado em uma regido
geografica com condi¢gbes climaticas diferentes dos estudos
apresentados por Carneiro et al., 2010 e Barros et al., 2009, com
periodos secos e chuvosos bem pronunciados.

Estudando Cymbopogon winterianus, Blank et al. (2007) observou
que a producdo de oOleo essencial durante o inverno, com baixas
temperaturas e alta umidade relativa, foi menor em e ainda notou
que a composicdo quimica foi afetada pela estacdo e processo de
secagem. Tal diferenca pode ser explicada por fatores genéticos de
estruturais da planta estudada, pois possivelmente apresenta
estruturas diferentes de biossintese e armazenamento de dleos.

As divergéncias em funcdo da sazonalidade indicam que o
teor do Oleo é bastante varidvel entre as espécies de plantas
medicinais e aromaticas, mesmo quando cultivadas sob ambiente
semelhante (BOTREL et al., 2010).

A reducdo dos teores de 6Oleo essencial, principalmente no
inverno e outono, pode ser explicada pelo acionamento do
mecanismo natural de fonte-dreno, que degrada metabdlitos
secundarios e direciona seus compostos quimicos para a
manutencdo do metabolismo primario (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A composicdo quimica do Oleo essencial do acesso estudado,

Manjericdo Colunar Roxo é apresentada na Tabela 2.4. Foram
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identificados 22 componentes quimicos que representam 97,17% do
6leo essencial. Em uma comparacdo de médias das duas épocas
foram considerados componentes majoritarios das amostras 0os que
apresentaram concentragdo superior a 1% em pelo menos uma
repeticdo, destacando-se 1,8-cineol (com 10,91%), linalol (64,24%)
e eugenol (9,39%), corroborando com o resultado obtido por
Sanson (2009), que estudando o mesmo acesso o classificou como

pertencente ao quimiotipo linalol/cineol.

Tabela 2.4 - Constituintes quimicos do 6leo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum L.) cultivado no
Distrito Federal, identificados por CG/MS e CG/FID.

% relativa

Tempo de do oleo
# Constituintes Quimicos Retencao IK Calc. IK Lit. essencial
1 a-pineno 4,825 936 939 0,384
2 sabineno 5,754 975 975 0,477
3 B-pineno 5,847 978 979 1,008
4 mirceno 6,183 991 988 0,672
5 limoneno 7,286 1030 1029 0,417
6 1,8-cineol 7,369 1032 1031 10,906
7 trans-B-ocimeno 7,889 1049 1050 0,534
8 terpinoleno 9,241 1088 1088 0,178
9 linalol 9,732 1101 1096 64,241
10 canfora 11,251 1144 1146 0,316
11 a-terpineol 13,023 1188 1188 1,011
12 eugenol 19,727 1356 1359 9,392
13 [-elemeno 21,077 1388 1390 0,466
14 trans-cariofileno 22,09 1413 1419 0,59
15 trans- o-bergamoteno 22,801 1432 1434 0,168
16 o-guaieno 22,886 1435 1439 0,298
17 o-humuleno 23,693 1456 1454 0,515
18 germacreno-D 24,496 1476 1485 1,193
19 biciclogermacreno 25,097 1490 1500 0,629
20 d-guaieno 25,476 1499 0,504
21 y-cadineno 25,777 1508 1513 0,957
22 cadinol <epi-a> 30,473 1634 1640 2,312
IKcaic.= Index de Kovats Calculado; IK. ;.= Index de Kovats na Literatura.

O perfil quimico dos 10 compostos majoritarios (>1,0%) do

O6leo essencial se manteve constante nas duas épocas de coleta.
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(Tabela 2.5) Isto evidencia que as condi¢cGes climaticas ndo
promoveram alteragcdo qualitativa na composi¢cdo quimica do

manjericdo, mantendo suas caracteristicas organolépticas.

Tabela 2.5 - Compostos majoritarios do 6leo essencial de Ocimum basilicum L. cultivado no Distrito
Federal identificados apds as duas coletas: estacdo chuvosa( abril de 2011) e estagdo seca (setembro de
2011).

Tratamento Chuva Seca
Constituinte
Quimico Conc. Média (%)
B- pineno 1,03 1,64
mirceno 0,76 1,18
1,8-cineol 11,76 16,04
linalol 61,87 57,76
a-terpineol 1,11 1,57
eugenol 9,12 3,30
trans-cariofileno 0,93 1,38
germacreno-D 1,34 0,80
g-cadineno 1,10 1,74
cadinol <epi-o> 2,57 3,68

Dentre os compostos listado na Tabela 2.5, linalol, 1,8-cineol
e eugenol sdo o0s compostos presentes em maior concentracdo,
sendo responsaveis por cerca de 85% da composicdo total do dleo
essencial (figura 2.8).

Data: Method: Ch=1
mV_ Chrom:MCR-13C.COl1 Atten:6

60
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40

1.8-Cineol

20

Fugenol

I I“ 1 . Lot l

0 20 40 60
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Figura 2.8 - Cromatograma FID com picos de 1,8-cineol, linalol e eugenol do 6leo essencial de O.
basilicum evidenciados.
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Observa-se na literatura relatos da presenca de diversos
compostos quimicos em variedades de O. basilicum, predominando
o linalol, eugenol, 1,8-cineol, metil chavicol, cinamato de metila,
a-bergamoteno entre outros (CAROVIC-STANKO et al., 2011;
SILVA et al.,, 2003; VIEIRA E SIMON, 2000; KLIMANKOVA et
al., 2007; JIROVETZ et al., 2003; VINA E MURILLO, 2003; LUZ
et al., 2009; LUPE, 2007; SOARES et al., 2007; KEITA et al.,
2000). O material estudado apresenta assim caracteristicas
semelhantes aqueles que sdo comercializados e utilizados em
diversas partes do mundo.

Rezende (2010) analisou o rendimento e composicdo de Oleo
essencial de Ocimum basilicum cultivar Maria Bonita utilizando
folhas frescas e secas em duas epocas e dois tipos de adubacdo.
Utilizando folhas frescas para a analise, houve maior rendimento
de oleo essencial (0,69g/planta) no periodo com as maiores
temperaturas e maior umidade relativa em relacdo a época de menor
temperatura e umidade relativa, que apresentou media de 0,42
g/planta. J& a analise com folhas secas ndo mostrou diferenca para
0s parametros avaliados. Assim como no presente trabalho, o autor
também ndo observou diferencas qualitativas na composi¢cdo do
O0leo essencial nas duas épocas estudadas e 0Ss compostos
majoritarios foram linalol, geraniol e 1,8-cineol.

A analise dos compostos majoritarios realizada utilizando-se
a percentagem relativa evidenciou diferencas significativas entre

as epocas (Tabela 2.6).

Tabela 2.6 - Percentagem média dos trés compostos majoritarios do 6leo essencial de Ocimum basilicum
L. cultivado no Distrito Federal nas duas épocas coletadas: estacdo chuvosa, abril de 2011 e estacdo seca,
setembro de 2011.

1,8-Cineol Linalol Eugenol

Tratamento Médias
Chuva 12,148 b* 61,064 a* 9,165 a*
Seca 15,406 a 58,035 b 3,396 b

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Scott-Knott.
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O linalol, composto quimico presente em maior quantidade no
manjericdo, apresentou na estagdo chuvosa um melhor rendimento
em relacdo a estacdo, apresentando diferenca de 3,03% (Tabela
2.6).

Ao estudarem o Oleo essencial de Ocimum basilicum L.,
Carvalho Filho et al. (2006) observaram que 0S maiores
rendimentos de O6leo essencial foram obtidos no periodo da manha e
que apds quatro dias de secagem o teor de linalol aumentou
41,62%, o que pode ser explicado pela relagdo entre as variacdes
na temperatura e a atividade metabdlica das plantas.

Barros et al. (2009) ao analisarem o 6leo essencial de Lippia
Alba em Santa Maria, RS, observaram a diminuicdo, em termos de
percentagem relativa, do teor de linalol no inverno, ao passo que o
1,8-cineol apresentou comportamento oposto. O comportamento do
linalol contrario ao observado no presente estudo pode ser
explicado pela diferenca de clima da regido onde foi conduzido o
estudo de Barros, que apresenta invernos mais frios (temperatura
média durante a conducdo do experimento foi de 15,2°C) e alta
umidade relativa do ar durante todo ano, fato que ndo se aplica a
regido Centro-oeste.

Deschamps et al. (2008), ao estudar espécies de Mentha,
observou diminuicdo no teor de dleo essencial na estacdo com
menor temperatura e umidade relativa, sugerindo que as reducOes
na biossintese de 6leo essencial podem indicar um desvio das rotas
metabdlicas, buscando a sobrevivéncia em condi¢cdes adversas.

Cunha (2011), ao avaliar a influéncia sazonal no teor de
linalol do 6leo essencial da Aniba duckei Kostermans, Lauraceae,
constatou que a estacdo seca apresentou maior produtividade em
relacdo a quantidade de linalol. Vale ressaltar que a espécie
estudada por Cunha se refere a uma planta arborea, e as diferencas
obseravdas podem ser explicados por fatores climaticos, ecoldgicos
e de crescimento da planta. Além disso, o linalol obtido nas

espécies arbdreas, utilizado principalmente na inddstria

99



farmacéutica e de perfumaria é quimicamente diferente do
encontrado em arbustos de uso majoritario para culinaria como € o
caso do manjericéo.

Na anéalise do 1,8-cineol, foi observado uma percentagem
significativamente maior na estacdo seca que na amostra colhida na
estacdo chuvosa, apresentando diferenca de 2,912%.

O composto que apresentou maior diferenca entre as épocas
seca e chuvosa foi o eugenol. A percentagem de eugenol produzido
foi drasticamente reduzida na estacdo seca, onde apresentou média
de 3,396%, enquanto na estacdo chuvosa, a média foi 9,165% como
pode ser observado na Tabela 2.6. A presenca de eugenol ¢
particularmente interessante, pois este confere ao manjericdo um
sabor mais pungente.

Os comportamentos opostos em relacdo a percentagem
relativa dos compostos linalol e 1,8-cineol (Tabela 2.6) podem ser
explicados pela sua rota de biossintese, pois o 1,8-cineol, assim
como o linalol, € um terpendide, e sdo sintetizados pela mesma via
metabdlica, a do acido mevaldnico. Assim, nota-se que 0 aumento
de um composto (linalol ou 1,8-cineol) acarreta na diminuicdo do
outro pela competicdo nas rotas biossintéticas.

Como as avaliacdes de percentagem sdo relativas, quando ha
0 aumento ou diminui¢cdo na percentagem de um composto, o efeito
compensador ocorre nos demais componentes do O0leo essencial.

A analise feita utilizando a curva padrdo para a determinacao
da quantidade, em miligramas, dos compostos encontrados no 0Oleo
mostrou que a estacdo chuvosa promove um aumento quantitativo
no linalol. Os graficos com as curvas padrdo utilizadas para a
determinacdo dos valores em miligramas dos compostos sdao

apresentados nas figuras 2.8 e 2.9.
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Figura 2.9: Curva padrdo de 1,8-cineol, calculada a partir da area do grafico dos padrdes e dos valores
encontrados nas amostras de O. basilicum obtidos por CG/FID.

Linalol
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Figura 2.10: Curva padrdo de linalol, calculada a partir da &rea do gréfico dos padrdes e dos valores
encontrados nas amostras de O. basilicum obtidos por CG/FID.

No linalol, observou-se diferenca significativa entre as
épocas, sendo que todos os individuos analisados apresentaram
maior quantidade de linalol na estacdo chuvosa (Tabela 2.7). Nota-
se que a média na estacdo chuvosa foi de 54,49 miligramas,
enquanto na estacdo seca foi de 35,27 miligramas, representando
uma reducdo de 35,27% na quantidade do composto.

O 1,8-cineol nao apresentou diferenca significativa nas
épocas analisadas, demonstrando um contraste em relacdo aos
dados observados na analise com percentagens relativas. O céalculo
de percentagens representa um valor relativo de quanto o composto
representa em relagcdo aos demais presentes nas amostras. Pode-se

concluir que na andlise porcentual, a quantidade de 1,8-cineol se
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mostra maior na estacdo seca devido a diminui¢cdo na quantidade do

linalol, que apresentou evidente decréscimo.

Tabela 2.7 - Quantidade média, em miligramas, dos compostos 1,8-cineol e linalol encontrados no dleo
essencial de Ocimum basilicum L. cultivado no Distrito Federal nas duas épocas coletadas: estacdo
chuvosa, abril de 2011 e estacdo seca, setembro de 2011.

1,8-cineol Linalol
Tratamento Média
Chuva 18,006 a* 54,489 a*
Seca 16,429 a 35,269 b

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Scott-Knott.

Embora muitos autores ndo realizem a analise utilizando a
curva de padrbes, esta se mostra de grande importéncia, pois
permite que a avaliacdo dos componentes quimicos seja realizada
de forma absoluta, ou seja, permite a obtencdo da real quantidade

do componente quimico encontrado na amostra em questéo.
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CONCLUSAO

Na éepoca chuvosa foram encontrados os melhores resultados
em termos de producdo de massa fresca e rendimento de Oleo
essencial.

Os trés compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial
de manjericdo foram linalol, 1,8-cineol e eugenol.

Houve efeito de época para a massa fresca e seca das plantas,
o rendimento de Oleo essencial, a percentagem relativa dos
compostos majoritarios e a quantidade em miligramas de linalol.

Os resultados evidenciam que a época de colheita é um fator
determinante para o aumento na producdo e obtencdo de dleo

essencial de melhor qualidade.
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ANEXO 11

ANALISE ESTATISTICA
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Varidvel analisada: PFT

Opgédo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 1 1212402.054645 1212402.054645 23.498 0.0009
REPE 9 3020264.427705 335584.936412 6.504 0.0051
erro 9 464365.699905 51596.188878

Total corrigido 19 4697032.182255

CV (%) = 28.76

Média geral: 789.6935000 Nimero de observacdes: 20

Teste Scott-Knott (1974) para a FV TRAT

Média harmonica do nuimero de repetigdes (r): 10
Erro padré&o: 71,8304871752471

Tratamentos Médias Resultados do teste
2 543.482000 al
1 1035.905000 a2

Variavel analisada: PST

Opcédo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 1 68831.644500 68831.644500 13.153 0.0055
REPE 9 103489.134300 11498.792700 2.197 0.1283
erro 9 47097.838600 5233.093178

Total corrigido 19 219418.617400

CcvV (%) = 43.63

Média geral: 165.8000000 Numero de observacdes: 20

Teste Scott-Knott (1974) para a FV TRAT
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Média harmonica do nimero de repetigdes (r): 10
Erro padrdo: 22,8759550134585

Tratamentos Médias Resultados do teste
2 107.135000 al
1 224.465000 a2

Variavel analisada: PFS

Opcé&o de transformagdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 1 5499.917780 5499.917780 8.044 0.0195
REPE 9 23450.591420 2605.621269 3.811 0.0295
erro 9 6153.345720 683.705080

Total corrigido 19 35103.854920

Ccv (%) = 35.97

Média geral: 72.7020000 Numero de observacgdes: 20

Teste Scott-Knott (1974) para a FV TRAT

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 10
Erro padréo: 8,26864608022377

Tratamentos Médias Resultados do teste
2 56.119000 al
1 89.285000 a2

Variadvel analisada: 1,8-cineol percentagem

Opcédo de transformacdo: Variadvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 1 53.108664 53.108664 22.852 0.0010
REPE 9 11.736849 1.304094 0.561 0.7988
erro 9 20.916471 2.324052
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CcvV (%) =
Média geral:

(1974) para a FV TRAT

Teste Scott-Knott

11.07

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 10
Erro padrdo: 0,482084264764298

12.147500 al
15.406600 a2

Variavel analisada: Linalol percentagem

Opcédo de transformagdo: Variadvel sem transformacdo ( Y )

Ccv (%) =

Teste Scott-Knott

GL SQ oM Fc Pr>Fc
1 45.874205 45.874205 18.271 0.0021
9 38.862601 4.318067 1.720 0.2158
9 22.597117 2.510791
19 107.333923
2.66
59.5495000 Numero de observacdes: 20

(1974) para a FV TRAT

Média harmonica do ntimero de repeticgdes (r): 10
Erro padré&o: 0,501077915875143

Varidvel analisada:

58.035000 al
61.064000 a2

Eugenol percentagem
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Opgédo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 1 166.435651 166.435651 187.366 0.0000
REPE 9 1.032516 0.114724 0.129 0.9973
erro 9 7.994605 0.888289

Total corrigido 19 175.462773

CV (%) = 15.01

Média geral: 6.2803500 Nimero de observacdes: 20

Teste Scott-Knott (1974) para a FV TRAT

Média harmonica do nuimero de repetigdes (r): 10
Erro padrdo: 0,298041854816102

Tratamentos Médias Resultados do teste
2 3.395600 al
1 9.165100 a2

Variavel analisada: Linalol miligramas

Opcédo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 1 1846.561531 1846.561531 29.640 0.0004
REPE 9 694.799596 77.199955 1.239 0.3773
erro 9 560.700119 62.300013

Total corrigido 19 3102.061247

CcvV (%) = 17.59

Média geral: 44.8779500 Numero de observacdes: 20

Teste Scott-Knott (1974) para a FV TRAT
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Média harmonica do nimero de repetigdes (r): 10
Erro padrédo: 2,49599706029474

Tratamentos Médias Resultados do teste
2 35.269200 al
1 54.486700 a2

Variavel analisada: 1,8-cineol miligramas

Opcédo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

vV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 1 12.437799 12.437799 2.893 0.1232
REPE 9 56.636929 6.292992 1.464 0.2898
erro 9 38.698543 4.299838

Total corrigido 19 107.773271

Ccv (%) = 12.04

Média geral: 17.2172000 Nimero de observacgdes: 20

Teste Scott-Knott (1974) para a FV TRAT

Média harmonica do nuimero de repeticgdes (r): 10
Erro padrdo: 0,655731506707501

Tratamentos Médias Resultados do teste
2 16.428600 al
1 18.005800 al

Variadvel analisada: 6leo_percentagem

Opcédo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 1 0.684130 0.684130 12.612 0.0062
REPE 9 1.059818 0.117758 2.171 0.1319
erro 9 0.488210 0.05424¢6
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Total corrigido 19 2.232159
CcvV (%) = 16.37
Média geral: 1.4224500 Numero de observacgdes 20

Teste Scott-Knott (1974) para a FV TRAT

Média harmonica do numero de repeticgdes (r): 10
Erro padrédo: 0,0736516161095977

Tratamentos Médias Resultados do teste
2 1.237500 al
1 1.607400 a2
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