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Propriedades do p6len e do estigma de Ocimum basilicum L. (cultivar Maria Bonita)
para aumentar a eficiéncia de cruzamentos em programas de melhoramento
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RESUMO: Ocimum basilicum, cv. Maria Bonita (Lamiaceae), conhecido como manjericao, é
espécie que apresenta propriedades aroméaticas, condimentares e medicinais, por ser rico em
6leos essenciais. E muito usado nas industrias farmacéuticas e de alimentos em geral. O objetivo
deste trabalho foi estudar as propriedades do poélen e estigma do manjericéo (cultivar Maria
Bonita) identificando procedimentos simples que possam contribuir para programas de
melhoramento. Para andlise da disponibilidade, viabilidade do pélen e receptividade de estigma,
bot6es florais foram coletados de hora em hora ao longo do dia, e laminas eram montadas e
coradas, para observacdo em microscopio Optico. Foi verificado que o manjericao apresenta
antese diurna, assincrénica e com a maioria das flores se abrindo entre 10:00 e 11:00 horas.
Quanto ao estudo do polen foi verificado que a viabilidade manteve-se elevada ao longodo diae a
conservacao por até 90 dias demonstrou bons niveis de viabilidade. O estigma apresentou
receptividade desde a pré-antese até a pés-antese. Estas informagfes séo relevantes para 0s
melhoristas que desejam fazer sele¢do de gendtipos ou hibridagcdes em programas de
melhoramento, contribuindo para aumentar o potencial da espécie que ja se destaca como
produtora de 6leos essenciais.
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ABSTRACT: Ocimum basilicum L. (cultivar Maria Bonita) pollen and stigma properties to
improve the efficiency of crossings in plant breeding programs. Known as basil, Ocimum
basilicum cv. Maria Bonita (Lamiaceae) is a species that presents aromatic, condimental and
medicinal properties, since itis rich in essential oils. This species islargely used in pharmaceutical
and food industries. The aim of this work was to study basil (cultivar Maria Bonita) pollen and
stigma properties, identifying simple procedures that can contribute to plant breeding programs.
To analyze pollen availability and viability, besides stigma receptivity, flower buds were collected
at every hour throughout the day, and slides were mounted, stained and observed under an optical
microscope. Basil presented diurnal asynchronous anthesis and most flowers opened between
10:00 and 11:00 a.m. As regards pollen analysis, viability was high throughout the day and its
conservation until 90 days was good. Stigma presented receptivity from pre- to post-anthesis.
These data are relevant to breeders who wish to select genotypes or hybridizations in plant
breeding programs, contributing to improve the potential of this species, which already represents
a producer of essential oils.

Key words: Ocimum basilicum, pollen viability, stigma receptivity, conservation

INTRODUCAO

O género Ocimum L. (Lamiaceae)
compreende, aproximadamente, 50 espécies (Miele
et al., 2001) que se distribuem amplamente no
planeta, sobretudo nas regides tropicais e
subtropicais (Vieira & Simon, 2000), Muitas
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espécies sao usadas para fins medicinais, na culinéria
e no controle de pragas na agricultura, pois séo ricas
em oOleos essenciais (Grayer et al., 1996). “Maria

Bonita” é o primeiro cultivar de manjericéo registrado
no Registro Nacional de Cultivares (RNC) pelo
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Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
no Brasil, e foi obtida a partir do programa de
melhoramento genético da Universidade Federal de
Sergipe (Blank et al., 2007).

No Brasil, é cultivada, principalmente, por
pequenos produtores rurais da regido Nordeste para
a comercializac&o da planta como condimento (Blank
et al., 2004; Albuquerque & Andrade, 1998). O
incremento na producdo do manjericdo apresenta
relevancia social, uma vez que as propriedades
estimulantes, anti-gripal, diurética e anti-espasmadica,
etc., dos chéas e preparados das folhas e
inflorescéncias sdo amplamente difundidas nas
comunidades de baixa renda do semi-arido
nordestino, sendo uma alternativa aos medicamentos
alopéticos no tratamento de diversas enfermidades.
Transferir tecnologia de propagacdo desta planta
medicinal a pequenos e médios produtores
interessados em cultiva-la, torna-se uma alternativa
de geracdo de renda, para a comercializacdo da
matéria prima para as industrias, que utilizam o 6leo
essencial.

De acordo com Anderson (1995), o
conhecimento de aspectos da biologia floral das
espécies permite compreender melhor a histéria
evolutiva e os mecanismos envolvidos, e pode ser
importante ferramenta no estabelecimento de
programas de conservacgado da espécie.

Segundo Sousa et al. (2005), o pdélen é o
material basico utilizado nas técnicas de hibridagéo.
A avaliacdo do desenvolvimento bioldgico de graos
de pdlen é fundamental para os trabalhos de biologia
reprodutiva e melhoramento genético, pois permite
obter maior sucesso nos cruzamentos, realizados
com a finalidade de obter novos hibridos e/fou aumentar
avariabilidade (Nunes et al., 2001).

Para assegurar o sucesso nas hibridacdes
controladas € importante que o pdlen a ser utilizado
tenha boa viabilidade. Em geral, o pélen colhido de
flores em adequado estadio de desenvolvimento e
corretamente preparado ndo necessita de testes de
viabilidade. Entretanto, ndo sao raras as situacoes
em que o pélen a ser usado tenha sido colhido em
outra regiao, ou mesmo, fornecido via intercambio com
outros paises. Por outro lado, devido a néao-
coincidéncia de floragao, é preciso, muitas vezes,
armazenar o pdélen colhido em um ano, para ser
utilizado no ano seguinte. Neste caso é recomendavel
testar a viabilidade do mesmo antes da utilizagéo
(Einhardt et al., 2006).

A receptividade dos estigmas também é fator
fundamental para se determinar o melhor periodo de
deposicao do polen na flor. O estigma normalmente,
dependendo da espécie de planta, produz substancias
viscosas que promovem a aderéncia do pélen, essa
caracteristica contribui para provavel fertilizagao, com
formacéo de frutos e sementes (Almeida, 2007).
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E notdria a necessidade da industria nacional
e de instituices de fomento investir em pesquisa e
desenvolvimento para que sejam alcancados o0s
padrfes de qualidade exigidos pelo mercado. Apesar
de constantes estudos, ainda sdo poucas as
informacgdes da biologia floral de algumas espécies,
principalmente do manjericdo (cv Maria Bonita), sendo
relevante aprimorar os conhecimentos sobre alguns
aspectos da biologia floral.

Este trabalho teve como objetivo estudar as
propriedades do pdlen e do estigma do manjericédo
cultivar Maria Bonita com vistas a aumentar a
eficiéncia de cruzamentos em programas de
melhoramento, dada a grande relevancia
farmacoldgica e a condicdo aromatica e condimentar
desta espécie.

MATERIAL E METODO

Local do estudo

Os estudos foram conduzidos, em &rea
experimental da Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia-UESB, localizada no Campus de Vitéria da
Conquista - BA (14°51'S e 40° 50' W, altitude média
de 928 m), bem como, nos Laboratdrios de
Biotecnologia, e da Biofabrica da mesma Instituicdo
de Ensino Superior.

Material vegetal
As plantas utilizadas no experimento foram
oriundas de mudas cultivadas em casa de vegetacéo
e transplantadas com aproximadamente 45 dias para
vasos com capacidade de 6 litros de substrato,
contendo solo e humus de minhoca (3:1).

Eventos florais
Para determinacéo da antese, foram feitas
observacdes diarias da abertura de 50 botdes florais
de 10 individuos escolhidas aleatoriamente e,
previamente, marcadas no periodo de 7:00 até as
18:00 horas durante 15 dias.

Disponibilidade dos graos de polen

Foi obtida por meio da contagem dos graos
de pdlen, advindos de uma antera de uma flor colhida
aleatoriamente. Esta antera foi macerada sobre uma
lamina e os gréos corados com carmim acético 1%
e levada para observagao e contagem em microscépio
optico, sendo 3 laminas montadas por hora, a partir
da antese, até as 18:00 horas. Este experimento foi
conduzido nos dias 27, 28 e 29 de maio de 2008.

Viabilidade dos Graos de Pdlen
A viabilidade dos gréos de pélen foi analisada
a partir de laminas coradas com carmim acético,
segundo a técnica de Linsley & Cazier (1963), em
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diferentes estadios de desenvolvimento floral,
compreendidos nos horarios de 7:00 as 18:00 horas
em intervalos de uma hora, nos dias 27, 28 e 29 de
maio de 2008.

Foram observados sob microscopio éptico
100 gréos de polen/lamina e 3 laminas a cada hora.
Os graos de pélen foram classificados como normais/
viaveis, quando apresentaram coloragdo avermelhada
ou anormais/inviaveis, quando apresentaram coloragdo
amarronzada. Aviabilidade nos diferentes estadios
de desenvolvimento floral foi demonstrada por anélise
de regressao.

Conservabilidade dos gréos de pélen

Foram utilizados 60 tubos eppenddorf
contendo 2 anteras por tubo. Cada tubo foi preparado
previamente com uma camada de silica gel, para reter
a umidade, e coberto com um pouco de algodao para
sustentar as anteras. Dos tubos, 30 deles ficaram
em geladeira a temperatura de 10°C + 1°C e 0s outros
30 no congelador com temperatura média de -10°C +
1°C. De 30 em 30 dias, durante 3 meses, foram
montadas 10 [Aminas com macerados das anteras
contendo os graos de pélen, que foram corados com
carmim acético a 1% e observados sob microscépio
optico. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial de 3x2 (tempo de
armazenamento x temperatura) com 10 repeticdes.
Os dados foram analisados pelo SISVAR 4.0 (Ferreira,
2000).

Receptividade dos estigmas

A receptividade foi verificada pelo aspecto
viscoso e umectante (Almeida, 1986) e testada
utilizando peroxido de hidrogénio (H,0,) a 3% (Kearns
& Inouye, 1993). As flores foram coletadas em
diferentes estadios de desenvolvimento floral, trés
estigmas por hora, no periodo de 7:00 as 18:00 horas,
nos dias 27, 28 e 29 de maio de 2008. Sobre os
estigmas foi gotejado o perdxido de hidrogénio a 3%
e 0s que apresentaram formacéo de bolhas foram
considerados receptivos. As variacfes da
receptividade nos diferentes estadios de
desenvolvimento floral, ao longo do dia, foram
demonstradas por anélise de regressao.

RESULTADO E DISCUSSAO

Eventos florais

O desenvolvimento floral foi avaliado nos
estadios de pré-antese, quando os botdes
apresentavam-se fechados e intumescidos; antese,
na qual os botdes florais abrem-se assincronicamente
deixando totalmente expostos o estigma e os
estames, e pds-antese, quando ocorre a total
distensdo das pétalas e sépalas. Todos os botdes

FIGURA 1. Fases de desenvolvimento da flor
encontradas em uma mesma inflorescéncia: (A)
botédo; (B) flor aberta; (C) flor em senescéncia; (D)
frutos; (E) semente.

florais ndo se abrem simultaneamente em mesma
inflorescéncia, sendo possivel encontrar flores em
diferentes estadios de desenvolvimento na mesma
planta, durante um dia (Figura 1).

Na pré-antese, embora a flor permaneca
fechada, ocorre liberacéo de graos de pdlen sobre o
estigma, que ja se encontra visualmente viscoso.

A antese ocorre com maior freqiiéncia entre
10:00 e 11:00 horas, com anteras ja deiscentes e
grédos de pdlen disponiveis, os quais podem ser
conduzidos por eventuais polinizadores que iniciam
e intensificam as atividades neste periodo,
principalmente de abelhas que buscam o néctar e
pélen como recursos alimentares. Ocorre emissao
agradavel de odor neste periodo, o que favorece a
frequéncia das visitas.

Na pos-antese ocorre, provavelmente, a
fertilizagdo com consequente crescimento do tubo
polinico e posterior formagao de frutos e sementes. A
longevidade floral (periodo entre a antese e a
senescéncia da corola) na cv. Maria Bonita foi de
aproximadamente 24 horas.

Disponibilidade dos graos de polen

A disponibilidade dos graos de pdlen foi
quantificada apés a deiscéncia das anteras, o que
ocorreu a partir da antese (10:00 horas). Nos dias
avaliados houve declinio ao longo do dia,
principalmente nas horas finais de avaliaco (Figura
2), concordando com trabalho realizado por Almeida
(2007) em O. sanctum L. As temperaturas nos dias
de avaliacdo, com médias de20°C, podem ter
provocado a queda na disponibilidade do pélen ao
longo da analise.

Aescassez do pélen no decorrer do dia pode
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FIGURA 2. Estimativa do nimero de gréos de pélen disponiveis ao longo do dia, observados em 27, 28 e 29 de

maio de 2008. Vitéria da Conquista - BA.

FIGURA 3. Gréos de pdlen viaveis (A) e ndo-viaveis (B) apds corados com carmim acético. Vitdéria da Conquista-

BA, 2008.

ser provavelmente, considerada como um aspecto
positivo, levando a supor, segundo Almeida (2007), a
eficacia no transporte de polen por algum agente
polinizador, o que pode favorecer tanto a
autopolinizacdo quanto a fecundagéo cruzada. A
presenca de abelhas era comum ao longo de todo o
dia e mais intensamente a partir das 10:00 horas.
Harder & Barret (1996) afirmam que a atividade dos
visitantes florais afeta diretamente o fluxo de polen
permitindo a ocorréncia tanto da autopolinizagéo,
guanto da fecundacé&o cruzada, o que contribui no
aumento da variabilidade genética.

Viabilidade dos graos de pdélen

O pdlenviavel apresentou-se avermelhado e
os inviaveis de coloragdo marrom (Figura 3). Os gréos
de pdlen viaveis sdo facilmente percebidos devido a
coloracéo exibida, com a utilizagéo do corante carmim
acético (Rigamoto & Tyagi, 2002).

Durante os trés dias de avaliacao a viabilidade
mostrou-se elevada ao longo do dia (Figura 4), com
valores superiores a 80%. Resultados semelhantes

foram obtidos por Gongalves et al. (2008) para
Ocimum gratissimum L. e por Almeida et al. (2004)
para Ocimum officinalis L. De acordo com Souza
(2002) e Domingues et al. (1999) valores acima de
70% séo considerados como de alta viabilidade, de
31 a 69% como média e até 30% baixa. A taxa de
viabilidade do pdélen ao longo de um dia pode variar
devido, principalmente, a temperatura ambiente,
como visto por Silva et al. (2000) em gendtipos de
tomateiro.

Para o Ocimum basilicum L., assim como
para outras espécies, essa alta viabilidade dos gréos
de poélen é caracteristica altamente desejada pelos
melhoristas para iniciarem programa de melhoramento
genético, nas quais outras caracteristicas sao
buscadas para aprimorar ou lancar novos cultivares
promissores.

Conservabilidade dos gréos de pélen
Os graos de pélen armazenados
conservaram-se viaveis ao longo de toda a andlise.
Médias acima de 79% foram alcancadas tanto para
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FIGURA 4. Estimativa do numero de gréos de polen viaveis ao longo de 12 h de avaliagdo, observados em 27, 28

e 29 de maio de 2008.

0 pdllen conservado em geladeira, quanto ao
conservado em congelador (Tabela 1).

No ambiente geladeira o pélen avaliado aos
90 dias diminuiu pouco a viabilidade quando
comparado as demais épocas de avaliagdo. J& no
ambiente freezer as maiores médias foram
alcancadas aos 60 dias (91,60%), que entretanto ndo
diferiram estatisticamente em relagdo as outras
épocas de avaliacdo.

Com relacéo ao tempo de armazenamento,
aos 90 dias o ambiente freezer proporcionou maior
viabilidade do p6len. Com isso observou-se que, de
acordo com o periodo de armazenamento, a menor
temperatura utilizada elevou a chance de se obter
altos niveis de viabilidade.

Esta é importante ferramenta em
programas de melhoramento, pois nem sempre o
poélen esté disponivel para o uso, quando necessita
assim o armazenamento torna-se uma alternativa
para que se tenha, sempre que necessario, polen
disponivel e com alta viabilidade (Gomes et al.,
2003; Souza et al., 2002).

Receptividade dos estigmas

Areceptividade dos estigmas foi verificada
durante todo o periodo avaliado. Flores com longos
periodos de receptividade aumentam a probabilidade
de ocorréncia da polinizagdo (Rathcke & Lacey,
1985), e provavel fertilizagdo. Este dado é importante
para o melhorista, pois permite a ele fazer os
cruzamentos no periodo conveniente ao programa,
j& que o estigma apresenta longo periodo de

TABELA 1. Viabilidade de grédos de pdlen
armazenados e analisados aos 30, 60 e 90 dias em
diferentes ambientes. Vitéria da Conquista-BA.

Armazenamento  30dias 60 dias 90 dias
Geladeira 89,80aA 88,30aA 79,90bB
Freezer 88,50aA 91,60aA 89,90 aA
Média 88,00
CV(%) 5,92

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

FIGURA 5. Estigma receptivo evidenciando a formacéo
de bolhas.
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FIGURA 6. Estimativa de estigmas receptivos ao longo de 12 horas de avaliacéo, observados em 27, 28 e 29 de

maio de 2008.

receptividade ao longo do dia.

Com o uso do peréxido de hidrogénio a 3%,
houve o borbulhamento na cavidade estigmatica (Figura
5), indicando a atividade da peroxidase, tanto em flores
em estadio de pré-antese, quanto em flores
completamente abertas. A presenca dessa enzima
indica a receptividade do estigma (Kearns & Inouye
1993).

Foi observado que, geralmente, em flores a
partir da antese ocorreu maior nimero de estigmas
receptivos (Figura 6). Resultado semelhante foi obtido
por Manju & Rawat (2006), quando observaram que
os estigmas de flores de lima, variedade Kagzi,
estavam mais receptivos na antese, ou seja, ho
momento da abertura das anteras e liberacéo dos
gréos de polen.

Para o sucesso da polinizacdo, o pdlen,
transferido para o estigma receptivo, deve germinar,
ocorrendo assim a fertilizagdo. Em muitos casos, a
fertilizagdo também pode ocorrer quando o grao de
poélen é depositado antes do periodo receptivo dos
estigmas, desde que permanega viavel em tempo
suficiente para poder germinar assim que a flor se
torne receptiva (Ramos et al., 2002).

De acordo com o local e épocas das
avaliaces pode-se concluir que o cultivar Maria Bonita
manteve a viabilidade polinica elevada ao longo do
dia, assim como o poélen que foi armazenado tanto
em geladeira, quanto em freezer. Os estigmas sédo
receptivos desde a pré-antese, com maior frequéncia
a partir da antese.
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