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RESUMO:

A cultura do manjericdo (Ocimum basilicum L.) apresenta uma
diversidade de uso, podendo ser utilizado na culinaria, contém 6leo essenciais
que podem ser utilizados na industria, cosméticos e farmacéuticas. Neste
contexto, estudos de cultura de tecidos e micropropagacéo sédo fundamentais
para auxiliar o melhoramento vegetal desta espécie. Este € o primeiro projeto
de micropropagacéo realizado na Universidade Federal da Fronteira Sul, e tem
como objetivo estabelecer um protocolo de introducdo e micropropagacao in
vitro. Esse trabalho foi dividido em trés etapas sendo a primeira voltada a
assepsia das sementes que foram submetidas a um pré tratamento com etanol
70%, seguido de tratamentos em solucdes de hipoclorito de sédio com
concentragfes de variando de 0 a 10%, que buscar obter o maior nimero de
germinacdo. A segunda etapa foi feito cortes na regido nodal e estes expostos
em solu¢des com concentracfes diferentes de 6- benzilaminopurina (BAP) de
(0 a 1,5 mg) para regeneracdo do caule, na terceira etapa foram realizados
cortes na regido nodal, e expostos em solu¢cdes com concentracdo diferentes
de BAP (0 a 0,80 mg) para regeneracdo de caule. para obter os resultados
foram realizados Teste de Tukey a 1% de probabilidade. Os melhores
resultados para assepsia das sementes foi com hipoclorito a 2,5% por 20
minutos é mais significativo para germinagcdo. O BAP se mostrou eficiente para
induzir o numero de calos na concentragdo de 0,5 mg, porém nao se mostrou
interessante para brotos e desenvolvimento das plantas. Porém quando se
repica as plantas e induzem elas novamente em concentracdes diferentes para
brotos e calos a concentracdo de 0,7 e 0,75 mg de BAP se destacam, onde

somente para o desenvolvimento das plantas o melhor € nédo conter o BAP.

Palavras chaves: Plantas medicinais, cultura de tecidos in vitro, propagacao de

plantas
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l.Introducéo

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) pertence a familia Lamiaceae,
sendo uma planta aromatica, rica em 6leos essenciais. Suas propriedades
medicinais estdo consagradas pelo uso popular desde os tempos antigos e
também suas folhas s&o utilizadas na culindria por serem saborosas e
decorativas. O seu Oleo essencial tem varios principios ativos atuando no
preparo de perfumes, cosméticos, repelentes de insetos, possui acao
anestésica local em medicacdo odontoldgica, e também usado para
tratamentos para tosses, resfriados, expectorantes dentre outras (RIBEIRO et
al., 2007).

Rosado (2009) explica que apesar do manjericao ter uma facilidade de
se obter muda pelo método convencional por meio de sementes e estacas, a
busca por caracteristicas de interesse trazem a micropropaga¢cdo como um
meio efetivo para a multiplicacdo rapida, onde se busca uniformidade de
progénie, sendo essa caracteristica esséncial em plantas medicinais e

aromaticas.

A cultura de tecidos é definida como o conjunto de técnicas capazes de
tornar possivel o cultivo de células, tecidos ou érgdos vegetais mediante a
utilizagdo de substratos nutritivos e cultivo em um ambiente controlado. Este
tipo de cultura necessita de condi¢cdes assépticas para seu cultivo apés
isolamento dos explantes oriundos da planta-mée. A assepsia adequada do
explante e do ambiente promovera o desenvolvimento adequado minimizando
as chances de contaminacdo (BRANDAO, 2014). Para que esse objetivo seja
alcancado é preciso criar um protocolo para que a cultura desejada possa ser
implantada in vitro, isso inclui obtencdo das plantas matrizes, desinfeccéo,
estudos a cerca dos meios de cultura adequados, procedimentos de
manipulagbes que garantirdo melhores resultados no desenvolvimento dos
protocolos.

Nesse ambiente, as células, tecidos e 6rgdos podem se multiplicar ou
continuar a crescer de modo n&do organizado ou se regenerar em uma planta
inteira. O uso das técnicas de cultura de tecidos-vegetais permite reduzir o

tempo de produgcdo de cultivares, auxilia no melhoramento genético



convencional e pode ser considerada uma ferramenta biotecnologica para o
estudo do metabolismo, fisiologia, desenvolvimento e reproducédo de plantas de
interesse comercial ou farmacoldgico (BRANDAO, 2014).

Handa (2005) explica que a cultura de tecidos consiste num conjunto de
técnicas nas quais um explante é isolado e cultivado sob condi¢cdes de plena
assepsia, em um meio nutritivo artificial. Assim, diversas partes da planta como
gemas, meristemas apicais, embrides, segmentos de caule, extremidade de
raizes e outras, podem ser cultivadas in vitro em meio nutritivo apropriado em

ambiente asséptico.

Em relacdo a desinfestacdo das sementes Calvete (2012) afirma que
para a limpeza clonal in vitro, os propagulos devem ser oriundos de meristemas
multiplicados pela técnica de micropropagacao, para isso é feita a coleta do
material vegetal, desinfestacdo e inoculacdo dos explantes em meio proprio
para a regeneracdo das partes aéreas, com posterior multiplicacéo,
enraizamento e aclimatizacdo. A fase de multiplicacdo se caracteriza pela
proliferacdo de brotos axilares ou adventicios em nimero variavel, conforme o
gendtipo utilizado, determinando a capacidade deste em formar folhas e novos
meristemas. Durante essa etapa, varios cuidados sdo necessarios para manter
a homogeneidade do cultivo, devendo ser levados em conta o nimero e 0s
intervalos dos subcultivos, a taxa de multiplicacao e a estabilidade genética do
material, evitando a variacdo somaclonal.

Este trabalho € o primeiro de cultivo in vitro e micropropagacédo sendo
realizado na Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus- Laranjeiras do

Sul, tendo como obijetivo abrir varias oportunidades de estudo nesta area.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Estabelecimento de um protocolo de introdugéo e micropropagacao in vitro de

plantas de Ocimum basilicum L.



10

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver um protocolo de assepsia para as sementes de manjericao
- Comparar a reagado com diferentes concentracdes de BAP

- Comparar a quantidade de calos e brotos que a planta regenerou durante o

cultivo in vitro

- Comparar a indugéo de calos formados a partir de segmentos nodais de

Ocimum basilicum L.

3. Justificativa

O Ocimum basilicum L. vem se destacando através do seus Oleos
essenciais nas areas farmacos, cosméticos e perfumarias. Este experimento
pode auxiliar outros futuros trabalhos em melhoramento de plantas, podendo

ser utilizado os melhores resultados.

4. Referencial teérico

4.1 Descri¢cao botanica e importancia

O manjericao (Ocimum basilicum L.) pertencente a familia Lamiaceae
tem sido alvo de muitas pesquisas em razdo das caracteristicas importantes
qgue incluem desde sua utilizacdo na éarea alimentar até na de farmacos,
cosmeéticos e perfumaria (RABELO et al., 2003).

A espécie possui caule ereto ramificado, e atinge cerca de 0,5 a 1 metro
de altura. Suas folhas sédo delicadas, ovaladas, pubescentes e de verde
brilhante. As inflorescéncias séo do tipo espiga e compostas por flores brancas,
lilds, verdes ou avermelhadas. Sua polinizagdo € cruzada e os frutos sdo do
tipo aquénio, de coloracdo preto-azulada (LORENZI e MATOS, 2002).

Compreende espécies de ervas e subarbustos dispersos das regides
tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Américas Central e do Sul, sendo a
Africa considerada o principal centro de diversidade deste género (PATON,
1992).
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Conforme pesquisas realizadas pelo IAC (2000), no Brasil o manjericao
€ comumente cultivado principalmente por pequenos produtores para a
comercializagdo de suas folhas verdes e aromaticas, usadas frescas ou secas
como aromatizante ou como condimento. Porém com 0s avangos
farmacoldgicos e industriais seu uso vai além do in natura sendo amplamente
utiizado para obtencdo de Oleo essencial, importante na industria de
perfumaria e na aromatizagdo de alimentos e bebidas, e € esta caracteristica
gue permite sua classificacdo aromatica conforme as espécies utilizadas.

O interesse econbmico relacionado a componentes aromaticos de
plantas direciona a atencdo para a selecdo de espécies comercialmente
cultivadas, considerando quantidade e qualidade das substancias volateis
(PAVIANI, 2004), e por este motivo as técnicas de propagacdo em escala e
qualidade superiores vém se tornando essencial a sua demanda.

Por ser atualmente de grande interesse econdmico, sua identificacao
botanica tem se tornado iminente tendo em vista que o género Ocimum da
familia Lamiaceae, compreende aproximadamente 60 espécies e h& certa
dificuldade em classifica-las devido a ocorréncia de polinizacdo cruzada, que
facilitam hibridacdes, resultando, dessa maneira, um grande ndamero de
subespécies, variedades e formas (BLANK et al., 2004).

Segundo Simon (1990), as caracteristicas morfoloégicas da planta,
permitem ao manjericdo uma nomenclatura conforme o porte, formato da copa,
tamanho e coloracdo da folhagem, sendo que dentre as espécies de maior
importancia encontram-se Ocimum gratissimum (manjericdo-doce), Ocimum
basilicum (manjericdo branco), Ocimum tenuiflorum, e o0 Ocimum selloi Benth
(elixir paregorico), que sdo produtores de Oleos essenciais para producdo de

farmacos, perfumes e cosméticos (MATOS, 1998).

4.2 Cultivo de Ocimum basilicum L.

O cultivo do manjericdo em grandes areas para a extracdo de Oleo
essencial ou para producdo de folhas desidratadas para os mercados de
plantas condimentares ou medicinais requer 0s protocolos essenciais agricolas

como qualquer outra planta, sendo necessario as corre¢cdes de solo e
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fertilizacbes necessarias, bem como a associacdo de praticas de manejo que
garantam boa produtividade ao fim a que se destina (IAC, 2000).

As formas de propagacdo sdo as mais variadas (sementes, estacas,
micropropagacao, cultura de tecidos), sendo que as formadas em laboratorio
tem como principal caracteristica,sua sanidade e vigor, devido as condicdes
proporcionadas nesse sistema (CALDAS, 1998).

Recomendacdes técnicas do IAC (2000) estabelece que o plantio das
mudas deve ser feito em setembro, no inicio da primavera, logo apos as
primeiras chuvas, (sendo que algumas variedades sédo sensiveis a doencas
foliares e do sistema radicular e ndo se adaptam bem em locais de clima frio).
A densidade de plantas por hectare pode variar em funcdo do sistema de
cultivo adotado, considerando-se que, cultivos intensivos com colheita
mecanica irdo requerer espacamentos adequados ao trafego de maquinas.

Vale frisar ainda que, a espécie é exigente em agua e tratos culturais,
necessitando fertilizagbes frequentes quando se deseja cortes sucessivos da
planta (IAC, 2000).

4.3 Importancia econémica e industrial dos 6leos essenciais

As substancias ativas das plantas medicinais sdo compostas pelo
metabolismo primario e secundario, sendo o metabolismo primario responsavel
pela producdo de substancias indispensaveis a planta que se formam através
do processo fotossintético, enquanto que o metabolismo secundario,
responsavel pela formacédo de substancias, denominadas principios ativos ou
compostos secundarios, sdo o0s 6leos essenciais (ou esséncias nhaturais),
resinas, alcaldides, flavondides, taninos, principios amargos, entre outros
(CASTRO et al., 2001).

Verlet (1993) explica que “os 6leos essenciais tém papel na atragéao de
agentes polinizadores, de defesa contra herbivoros, como reguladores da taxa
de decomposicdo da matéria organica no solo e como agentes antimicrobianos.
Industrialmente, podem ser utilizados como antioxidantes ou aromatizantes dos

alimentos, entre outros usos”.



13

Os o6leos essenciais sao formados principalmente por monoterpenos e
sesquiterpenos volateis de forma ciclica e aciclica que por sua vez originam
odor caracteristico e auxiliam nas interagfes entre plantas, insetos e outros
organismos, estando estes componentes presentes em quantidades variadas
em diversos 0rgados vegetais, sendo comumente encontrados nas folhas e
flores, em estruturas denominadas canais secretores e pélos glandulares
(HARBONE, 2004).

Os empregos de oOleos essenciais na industria farmacéutica, sao
diversos desde suas propriedades assépticas, digestivas, sedativas e
analgésicas abrangendo ainda farmocosmecéuticos como bases para
sabonetes, cremes, perfumes _ e na industria de alimentos como aditivos de
aroma e sabor (GERMER, 1989).

Os paises em desenvolvimento tém sido as principais fontes de 0Oleos
brutos, devido a politica de diversificacdo da producéo, no sentido de diminuir
as importacoes e incrementar as exportagdes, procurando equilibrar a balanca
comercial (VERLET, 1993).

O principal desafio para sua producdo reside no fato de se
desenvolverem ou se adaptarem linhagens genéticas com caracteristicas
agronbmicas satisfatérias e desejavel composicao quimica (CASTRO, et al.
2001).

O preco do 6leo essencial de manjericdo doce no mercado internacional
atinge valor préximo a U$ 110,00/L, sugerindo que a implantacéo da cultura do
manjericdo doce para obtencdo de Oleo essencial podera ser uma alternativa

promissora para pequenos produtores rurais (BLANK et al., 2004)

4.4 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos é ferramenta técnica para propagacao de plantas e
vem sendo utilizada com sucesso em varias espécies, sendo que o cultivo in
vitro € um procedimento relevante na propagacdo de diferentes espécies
(LEDO et al., 2007), contudo o nivel de conhecimento sobre essa técnica exige
0 maximo de cuidados para que as plantulas originadas no processo sejam as

de melhor qualidade para o efetivo transplante.
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Dentre as aplicacdes da cultura de tecidos vegetais, a micropropagacao
€ a técnica de maior impacto e de resultados mais concretos (GRATTAPAGLIA
& MACHADO, 1998). Segundo Bastos et al. (2007), a técnica abrange
diferentes etapas que vao desde o estabelecimento da cultura in vitro até seu
enraizamento, culminando com a aclimatizacédo da microplanta.

Estas técnicas sdo muito importantes, tanto na propagacao de plantas
sadias como na propagacdo de clones que tem alto valor comercial para os
diferentes setores industriais destacando-se a vantagem da obtencédo de uma
grande quantidade de plantas de elevada qualidade num periodo de tempo
bastante reduzido (ULISSES, 2010).

Neste processo séo isolados pequenos fragmentos do tecido vivo de um
organismo, chamados explantes, os quais sdo cultivados sob condi¢cdes
assépticas em um meio de cultura especifico por periodos indeterminados.
Estes explantes podem ser de diferentes tamanhos, grandes como plantulas e
Orgdos ou pequenos como células ou protoplastos (BATAGIN, 2008).

Conforme Tavares (2001), nos ultimos anos, houve um aumento no
interesse da utilizacdo da técnica de micropropagacdo em plantas aromaticas e
medicinais, 0 que acabou por proporcionar uma producao em larga escala.

Segundo Sharp et al.(1979) j& atentava para o fato desta técnica exigir
condicBes de manuseio assépticas, que muitas vezes sdo alcancadas com o
uso de substancias germicidas encontradas na planta doadora de explantes,
nos proprios explantes, ou ainda, na escolha de uma planta-matriz de boa
qualidade sanitaria.

Apesar de existirem diversas substancias de acdo germicida, percebe-se
gue a maior dificuldade nessa etapa reside em se obter tecido descontaminado
sem conduzi-lo a morte quando isolado (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998).

No caso da especie Ocimu basilicum L., o grande interesse da
indUstria, ndo esta s6 nas propriedades medicinais desta planta, mas sim em
seu valor como planta aromatica produtora de 6leo essencial muito utilizado na
industria de farmacos e perfumaria (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
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4.5 Uso dos reguladores de crescimento no cultivo in vitro

Franca (2004) destaca que a micropropagacao objetiva a obtencao de
mudas com qualidades agronémicas desejaveis, indexadas, livre de patdégenos
e, com elevado padrdo genético para sintese de metabdlitos secundarios e/ou
producado de 6leos essenciais para 0 emprego na industria farmacéutica. Sendo
assim, os reguladores apresentam um potencial que viabiliza esses requisitos.

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e orgéos
de plantas fornecem as substancias essenciais para o crescimento dos tecidos
e controlam, em grande parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro. No
desenvolvimento dos meios nutritivos para a cultura de tecidos, houve desde o
inicio uma procura de meios definidos, de composi¢cdo conhecida e controlada.
Assim, torna-se possivel a reproducéo dos resultados em qualquer época ou
lugar (CALDAS, et al 1998).

Sendo assim, ndo se pode fragmentar a idéia de que os fitormbnios sédo
um componente essencial ao meio de cultivo escolhido. Segundo Castro et al.
(2005), um fitorménio € um composto organico, ndo nutriente, de ocorréncia
natural, produzido na planta, que em baixas concentracfes promove, inibe ou
modifica processos morfolégicos e fisiolégicos do vegetal. Considerando sua
importancia a adicao de hormonios fitorreguladores em meios nutritivos tem o
objetivo principal de suprir possiveis deficiéncias de teores enddgenos de
horménios nos explantes que se encontram isolados das regides produtoras na
planta matriz. Simultaneamente, a adicdo de fitorreguladores estimula certa
resposta como alongamento ou multiplicacédo da parte aérea (GRATTAPAGLIA
e MACHADO, 1998).

Conforme Taiz & Zeiger, (2004), as citocininas se destacam nos
processos de divisdo e diferenciagdo celular em calos na presenga de auxina,
promovendo a formacéo de gemas ou raizes a partir de calos em cultura, entre
outros. Assim sendo, pode-se afirmar que, as citocininas sdo essenciais para
métodos de cultura de tecidos e para a biotecnologia.

O tipo de citocinina, assim como sua concentracdo sdo fatores
fundamentais para o bom desempenho da multiplicagdo in vitro.
GRATTAPAGLIA & MACHADO, (1998), ressaltam que citiocininas como a 6-
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benzilaminopurina (BAP) é muito eficaz em promover a multiplicacdo de
espécies clonais.

Batista et al (2001) estudando a inducdo de superbrotamento nas gemas
cotiledonares de gergelim (Sesamum indicum L.), pode constatar que houve
um maior desenvolvimento dos explantes em que o0 meio de cultura foi
suplementado com maiores concentragdes de BAP.

Na analise da expressdo do potencial de organogénese realizada por
Silva et al. (2001) em explantes da canela sassafras (Ocotea odorifera),
utilizando-se o BAP, observou-se maiores valores de neoformacédo de gemas
de segmentos nodais na presenca do hormonio o que por ora reforga a tese de
gue seu uso em conjunto com o substrato torna viavel a producdo de Ocimum

basillicum em sistemas de micropropagagéo in vitro.

5. Material e métodos

5.1 Local e realizacdo dos experimentos

O presente trabalho foi desenvolvido no periodo entre outubro a abril
2016/2017, nos laboratorios didaticos do campus da Universidade Federal da

Fronteira Sul, localizado em Laranjeiras do Sul, Parana.

As sementes de manjericdo (Ocimum basilicum) utilizadas foram da

empresa Isla Multi empresa responsavel pela comercializacdo de sementes.

5.2 Condigdes gerais de culturain vitro

Todas as culturas in vitro respectivas a cada experimento foram
mantidas em camara de germinacdo BOD, sob luz fluorescente branca fria com
densidade de fluxo fotossintético de 40 pmol/m/s, fotoperiodo de 16 h e

temperatura de 25 + 2°C.

As culturas foram realizadas em placas de Petri de 10 cm de diametro e

2 cm de altura, contendo 30 mL de meio de cultura e vedadas com filme PVC.
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Todos os meios de cultura terdo o pH ajustado em 5,8 e foram autoclavados
durante 20 min a 120°C.

5.3 Desinfestacdo das sementes

Para a desinfestacdo das sementes comerciais Isla Multi, primeiramente
foi realizado um pré-tratamento em etanol 70% durante 2 minutos e em seguida
um tratamento com hipoclorito de sédio durante 20 minutos e triplo enxague
com agua deionizada autoclavada, sob capela de fluxo laminar.

Figura 1 - Placas com sementes de Ocimum basilicum L. incubadas em meio de cultivo
MS em cdmara de germinagéo tipo BOD

Fonte: Elaborada pelo autor

Os tratamentos de desinfestagdo comparados foram os seguintes:
T1. Testemunha (sem hipoclorito de s6dio),
T2. 2,5% de hipoclorito de sédio,
T3. 5% de hipoclorito de sédio,
T4. 7,5 % de hipoclorito de s6dio
T5. 10% de hipoclorito de sédio.

5.4 Primeiro experimento com concentracfes de BAP

Apbs os procedimentos de desinfestacdo, as sementes foram inoculadas
em meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) acrescidos de 30g/l de
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sacarose mio-inositol a 100 mg/l e agar a 10 g/lcom pH regulado em 5,8 antes
de ser autoclavados a 120°C por 20 minutos e incubados em camara de
germinacao tipo BOD.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 7
repeticdes e 12 sementes por unidade experimental. Apos 30 dias de cultivo,
foi feito o corte na regido nodal, e colocando esta em diferentes solucbes de
BAP parra regeneracao do caule. Que foram:

T1. 0 testemunha,

T2. 0,25 mg de concentracdes de BAP,
T3. 0,5 mg de concentracdes de BAP ,
T4. 0,75 mg de concentracdes de BAP,
T5. 1,0 mg de concentracdes de BAP ,
T6. 1,5 mg de concentracdo de BAP.

Figura 2 - Plantas de Ocimum basilicum L. ap6s 30 dias submetidos a diferentes
concentracdes de BAP.

[

Fonte: Elaborada pelo autor
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5.5 Nova repicagem de segmentos nodais e concentragcdes de BAP

Apés trinta dias foram realizada as avaliacbes das concentracoes,
levando em consideracdo o numero de plantas desenvolvidas, o nimero de
brotos, calos e comprimento individual de casa planta. Logo apés foram feitos
cortes na regido nodal e submetidos em novas concentracdes de BAP.:

T1. testemunha (0)

T2. 0,6 mg de concentragdes de BAP,
T3. 0,7 mg de concentracbes de BAP,
T4. 0,75 mg de concentracdes de BAP,
T5. 0,8 mg de concentracdes de BAP .

Apbs trinta dias foram realizadas novas analises observando o numero

de brotos, calos e comprimento individual de cada planta.

Figura 3 - Plantas de Ocimum basilicum L. ap6s 30 dias submetidos a diferentes
concentracdes de BAP, pela segunda vez, pelo explante nodal.

Fonte: elaborada pelo autor
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Para as analises estatisticas foi utilizado o sistema SISVAR
desenvolvido por Ferreira (2006), que analisou as interacdes entre 0s
tratamentos e a resposta da planta. Os resultados para os tratamentos foram

atestados através da ANOVA e do teste de Tukey a 1% de probabilidade.

6. Resultado e discussdes

6.1 Assepsia

Com relagéo aos resultados referentes ao experimento de assepsia e
germinacao de sementes de Ocinum basilicum L., a andlise revelou diferencas
estaticamente significativas entre os tratamentos. O melhor resultado foi obtido
com a concentracdo de 2,5 de hipoclorito de sodio no qual 25 % de plantas
tiveram sua germinagcdo e nao apresentaram contaminagdes fungicas e
bacterianas (Figura 4). Sendo que os tratamentos com concentracédo de 5 e
7,5% de hipoclorito também se mostraram satisfatério, diferente da testemunha
onde obteve uma baixa germinacdo (5%). Resultado diferente foram
observados no trabalho de Arruda et al. (2012) onde ndo obteve diferencas
significativas com a assepsia com hipoclorito em concentracdes de 1 a 10%

para germinacédo de Ocimum basilicum L.
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Figura 4- Resultado de plantas germinadas de Ocimum basilicum L., apés terem passado
pelos tratamentos de assepsia com diferentes concentragcfes de hipoclorito de sdédio,
apos 30 dias
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6.2 Primeiro experimento com concentracdo de BAP

Em relacdo ao numero de brotos o tratamento que se destacou foi a
testemunha que apresentou diferenca estatistica em numero de brotos em
relagdo as concentracdes de BAP como mostra a figura 6. Resultado diferente
foi encontrado no trabalho de Monfort (2013), onde o nimero de brotagdes foi
maior com a presenca de BAP na espécie Ocimum basilicum.

Figura 5- Resultado para comparacédo de médias de nimero de brotos de Ocimum
basilicum L. em diferentes concentragdes de BAP ap6s 30 dias
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Verifica-se que a concentracdo de BAP diferenciou o numero de calos,
onde a concentragdo de 0,5 mg/l de BAP foi a que obteve os melhores
resultados estatisticamente, e sem a presenca de BAP o0s tratamentos
apresentaram resultados menos satisfatorios em relacdo as concentracfes de
BAP de acordo com a figura 7. Este resultado condiz com o trabalho de
OLIVEIRA (2014) que mostra que BAP induziu a producdo de calos, em
Physalis angulata L.

Figura 6- Resultado para comparacdao de médias de numero de calos de Ocimum

basilicum L. em diferentes concentracdes de BAP apdés 30 dias
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Foram observados que em relagdo ao comprimento das plantas, na
auséncia de BAP foi a onde ocorreu a maior altura. sendo que nas analises
estatisticas mostra que a diferenca de tamanho entre as plantas é significativa.
A maior concentracao de BAP, 1,5 mg/l, apresentaram plantas menores, como
podem ser observados na figura 8. Resultado coincide com o trabalho de
Monfert et al (2012) observou nas plantas de Ocimum basilicum que a maior
altura das plantas ocorreu na auséncia de BAP em todos os segmentos, e que

a maior concentracao de BAP tende a reduzir as brotagdes.
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Figura 7- Resultado do comprimento das plantas de Ocimum basilicum L. em diferentes
concentracdes de BAP ap6s 30 dias
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6.3 Nova repicagem de segmentos nodais e concentracdes de BAP

Com os explantes novamente repicados, utilizando suas partes nodais,
sdo submetidos a mais vinte oito dias em concentracdes diferentes de BAP.
Apoés este procedimento pode-se observar que o menor niumero de brotos
ocorreu sem a concentracéo de BAP, destacando-se as concentracbes de BAP
de 0,75 mg/l, onde se obteve o maior nimero de brotos, como demonstrado na
figura 9. Semelhante ao trabalho de Dode, et al. (2003) que utilizou Ocimum
basilicum L., onde as maiores concentragfes de BAP induziram aumento no

namero de explantes com brotos.
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Figura 8- Resultado do numero de brotos de Ocimum basilicum L. em diferentes
concentracdes de BAP ap6s 30 dias
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Com relagdo ao numero de calos em diferentes concentracdes de BAP,
os resultados obtidos demonstram que a concentracao de 0,70 mg/l de BAP foi
o tratamento mais eficiente apresentando maior niumero de calos. Todos o0s
resultados apresentaram diferenga estatistica sendo que a testemunha foi o
tratamento que apresentou menor nimero de calos, estes resultados estao
expressos na figura abaixo, de acordo com o trabalho de Rosado (2008)
utilizando Ocimum basilicum L., que a utilizagdo do BAP foi expressiva na

induc&o e maior desenvolvimento dos calos.
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Figura 9- Resultado de namero de calos de Ocimum basilicum L. em diferentes
concentracdes de BAP ap6s 30 dias
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Quando foram analisados as médias de crescimento das plantas de
Ocimum basilicum L. em diferentes concentracdes de BAP, os resultados
demonstram que a testemunha foi o tratamento que apresentou maior média
de comprimento das plantas, sendo que todos os tratamentos diferiram
estaticamente entre si. O menor comprimento de plantas foi observado
tratamento na concentracdo de 0,6 mg/l de BAP. Este resultado harmoniza-se
com o de Rosado (2009), que para plantas com maior comprimento e mais
vigorosas foram obtidas em segmentos nodais cultivados em meio de MS

desprovidos de reguladores.

Figura 10 - Resultado do crescimento das plantas de Ocimum basilicum L. em diferentes
concentracdes de BAP apés 30 dias
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7. Conclusodes

A desinfestagcdo de sementes do Ocimum basilicum L. com hipoclorito a

2,5% por 20 minutos é eficiente para germinacao.

O BAP se mostrou eficiente para induzir o numero de calos na
concentracédo de 0,5 mg/l, porém ndo se mostrou interessante para brotos e
desenvolvimento no comprimento das plantas. Porém quando se replica as
plantas e induzem elas novamente em concentragdes diferentes para brotos e
calos a concentragédo de 0,7 e 0,75 mg/l de BAP se destacam, quanto mais
brotos tiver maior sera o numero de células diferenciadas. E o BAP como

esperado inibe o crescimento das plantas.
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