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Resumo

O género Ocimum (Lamiaceae) compreende plantas ricas em 6leos essenciais destinados as industrias para
a producdo de farmacos, perfumes, cosméticos e temperos. Foi objetivo deste trabalho estudar a biologia floral
e os mecanismos reprodutivos de Ocimum canum Sims. com vistas ao melhoramento genético. Esta espécie
possui inflorescéncias com flores brancas, perfeitas e protandricas. Os osmoéforos estéo localizados nas anteras e
nos estigmas. A antese ocorre entre 10:30 e 11:30h. Os principais polinizadores sdo abelhas dos géneros Apis e
Augochloropsis. Ocimum canum apresenta sistema de cruzamento misto com predominio de polinizagdo cruzada
sobre a auto-polinizagdo, o que pode evidenciar a ampla flexibilidade reprodutiva desta espécie.

Unitermos: melhoramento genético, sistemas reprodutivos, polinizagdo cruzada, autopolinizagio

Abstract

Floral biology and reproductive mechanisms of the Ocimum canum Sims (Lamiaceae). The Oci-
mum genus (Lamiaceae) presents essential oils used in the pharmaceutical, perfume, cosmetics and culinary
industries. The aim of this paper was to study the floral biology and breeding mechanisms of Ocimum canum
Sims. in relation to improved plant breeding. Ocimum canum has inflorescences with white, protandrous and
hermaphoditic flowers. The osmophores are located at the anthers and stigma. Anthesis occurs between 10:30
and 11:30 a.m. The main floral visitors were bees of the Apis and Augochloropsis genuses. Ocimum canum pre-
sents a breeding system with a predominance of outcrossing that possibly demonstrates the wide reproductive
flexibility of this species.

Key words: genetic improvement, breeding systems, outcrossing, self-crossing
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Introducao

O género Ocimum, pertencente a familia Lamiace-
ae, compreende aproximadamente 30 espécies de ervas
e subarbustos dispersas das regides tropicais e subtropi-
cais da Asia, Africa, Américas Central e do Sul, sendo a
Africa considerada o principal centro de diversidade do
género (Paton, 1992). No Brasil s@o encontradas doze
espécies, sendo que algumas, como O. basilicum e O.
gratissimum, sdo cultivadas (Matos, 1998). Este género
tem despertado a atencdo de pesquisadores por apresen-
tar espécies que sdo fontes de dleos essenciais (Simon
et al., 1990; Morales e Simon, 1996). Entre estas espé-
cies de grande importancia encontra-se Ocimum canum
Sims (manjericdo-doce), que € produtora de éleos essen-
ciais para produgdo de farmacos, perfumes e cosmético.
Por apresentar flores e folhas de sabor suave e picante,
pode ser utilizada também como condimento (Morales
e Simon, 1996). Na regido do Mediterraneo, a erva ¢
plantada nos beirais das janelas para repelir mosquitos
e moscas domésticas (Duke, 1991). Estudos realizados
por Montes-Belmont e Carvajal (1998) demonstraram
atividade antimicrobiana, além do uso na conservacio
de graos de milho.

Para obter maior produg@o de 6leos essenciais, um
dos fatores importantes ¢ o conhecimento do sistema
reprodutivo da espécie, uma vez que determina como
os genes sdo transmitidos de uma geracéo para outra e
como sdo reorganizados nos individuos. Devido a isto,
a biologia floral e o sistema reprodutivo, em geral, sdo
0s primeiros passos a serem seguidos para o conheci-
mento genético de uma espécie, quando se objetiva seu
melhoramento genético (Sebbenn et al., 2000).

Estudos preliminares sobre a biologia floral e
sistema reprodutivo de espécies do género Ocimum
estdo representados pelos trabalhos pioneiros de Raju
(1989), das espécies O. americanum e O. basilicum, e
em estudos realizados com O. officinalis por Almeida
et al. (2004), os quais afirmam que estas espécies sdo
consideradas, predominantemente autdgamas podendo
reproduzir-se também por fecundacdo cruzada.

Este trabalho tem como objetivo estudar a biolo-
gia floral e os mecanismos reprodutivos de O. canum,
visando fornecer subsidios para programas de melhora-
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mento genético, em face de sua grande relevancia eco-
ndémica e principalmente farmacologica.

Material e Métodos

Este estudo foi realizado em area experimental da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB)
em Jequié, BA (13°52°23,3”S; 40°07°39,4”W com alti-
tude de 216 m) no periodo de abril de 2004 e margo de
2005. O municipio localiza-se em uma zona limitrofe
entre a Caatinga ¢ a Zona da Mata. A regido apresenta
uma faixa caracterizada por clima do tipo Am (Tropical
Umido), e outra faixa com clima do tipo BSh (Koe-
ppen, 1948), sendo a temperatura média anual do mu-
nicipio € de 24°C e a precipitag@o pluviométrica anual
varia de 500 a 750 mm (Almeida et al., 2004)

As plantas foram obtidas da Colegdo Ativa do
Banco de Germoplasma de Plantas Medicinais da
UESB/Campus Jequié. Estas foram cultivadas ao ar li-
vre em canteiros de Sm (comprimento) x 1m (largura)
x 0,3m (profundidade).

A descri¢do das flores e inflorescéncias de O.
canum foi baseada em estudos de material vivo, e os
espécimes testemunhos foram herborizados e deposita-
dos no Herbario da Universidade Estadual do Sudoes-
te da Bahia sob nimero de registro HUESB 493. Esta
descricdo foi feita segundo a chave analitica proposta
por Bentham (1832) para identificagdo das espécies do
género Ocimum.

Para o estudo da biologia floral, foi registrado o
periodo da antese por meio de observagdes diarias da
abertura de 50 botdes florais escolhidos ao acaso, em
10 inflorescéncias previamente marcadas, em 10 indi-
viduos. Estas investiga¢des foram conduzidas em inter-
valos regulares de 60 minutos ao longo de 24 horas por
um periodo de 30 dias ndo consecutivos.

Para auxiliar o estudo das atividades de disponibi-
lidade, viabilidade e germinabilidade dos graos de pd-
len, bem como, receptividade dos estigmas e poliniza-
¢do, foi descrita a morfologia externa segundo a chave
analitica proposta por Bentham (1832).

A disponibilidade polinica foi obtida por meio da
quantificacdo de pdlen retirado de anteras maceradas,
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em diferentes estadios de desenvolvimento floral, e co-
rado com carmim acético (Almeida et al., 2004). Na
contagem e analise foi utilizado microscopio (Marca
Celm, modelo XS-201). Foram calculados o desvio pa-
drao e o coeficiente de variacdo (C.V.) dos dados obti-
dos nas duas analises.

Para a viabilidade polinica, foram montadas 1ami-
nas com polen retirado das anteras, em diferentes esta-
dios de desenvolvimento floral, em 10 inflorescéncias,
de 10 individuos, corados com carmim acético (Almei-
da, 1986; Dafni, 1992).

Para a determinagdo da germinabilidade dos graos
de pélen foram montadas laminas com macerados de
estigmas em presenca de azul-de-Ama (Almeida et al.,
2004), obtidos de 100 botdes florais, em 10 individuos
diferentes, e observados ao microscopio de luz. Foram
considerados germinados, os graos de polen que apre-
sentaram formacao de tubo polinico.

Nos testes de receptividade floral foram toma-
dos 100 estigmas, analisados por seu aspecto viscoso
e umectante (Almeida, 1986). Foi utilizado também o
perdxido de hidrogénio (H,0O,) (Kearns e Inouye, 1993)
em flores da pré-antese, antese e pds-antese.

Para o estudo do sistema reprodutivo, testes de auto-
polinizagdo (autogamia), poliniza¢do cruzada (alogamia),
apomixia e controle foram realizados em 150 botdes flo-
rais, de 20 inflorescéncias e de 10 individuos diferentes
em cada um dos tratamentos. Estes tratamentos foram ba-
seados em Dafni (1992) e Almeida et al. (2004).

Para estimar a capacidade germinativa, todas as
sementes obtidas na autogamia, alogamia e apomixia
foram usadas nos testes de germina¢@o. Estas semen-
tes foram colocadas em placas de Petri, com papel fil-
tro, umedecidas com agua destilada e acondicionadas
em camaras de germinagdo (incubadora: 411 D/FPD
— Nova Etica®) com temperatura de 25+1°C e fotoperi-
odo de 12 horas.

A proporg¢do entre o numero de grios de polen e
ovulos (razdo P:0) (Cruden, 1977) foi calculada em 30
flores.

Para a localizacdo dos osmoforos foi utilizada so-
lug¢do de vermelho-neutro (1: 10.000) (Kearns e Inou-
ye, 1993). As flores frescas foram mergulhadas nesta

soluc@o durante 60 minutos, lavadas com agua destila-
da e dissecadas sob microscopio estereoscopio.

Os visitantes florais foram estudados por meio
de observagdes in loco por um periodo de 30 dias ndo
consecutivos entre os meses de outubro e dezembro de
2004, totalizando 45 horas de analises em intervalos al-
ternados entre 07:30 e 19:30h. Os insetos foram captu-
rados com o uso de rede entomoldgica ou diretamente
em frascos coletores para identificagdo taxondmica e
constatagdo da presenga de polen.

Resultados e Discussao

O manjericdo-doce ¢ uma planta anual, de porte
herbaceo, que floresce durante todo o ano. A espécie
possui inflorescéncias terminais, plurifloras simples do
tipo indefinida, racemosa, centripeta ou monopodial,
com flores situadas em pedicelos, saindo de diversos
niveis no eixo primario e atingindo diferentes alturas.
As flores apresentam pré-florag@o do tipo valvar indu-
plicada e s@o completas, perfeitas, ciclicas, hipoginas,
diclamideas e heteroclamideas (Figura 1).

O célice ¢ persistente, gamossépalo, pentamero e
zigomorfo com coloragdo esverdeada, sendo o labelo
do calice oposto ao labelo da corola. A corola ¢ gamo-
pétala, pentamera, zigomorfa e caduca, de coloragio
branca e, assim como o calice, apresenta pé€los em toda
sua extensao (Figura 1B e 1D).

O androceu ¢ dialisttmone, oligostémone, didi-
namo e epipétalo com quatro estames. As anteras sdo
livres, dorsifixas, ditecas e extrorsas, com deiscéncia
rimosa, sendo o filete e antera brancos. O gineceu ¢
gamocarpelar e bicarpelar, com estigma bifido, estilete
ginobasico, ambos de coloragdo branca. O ovario é su-
pero, tetralobado, com um disco nectarifero na base. Os
frutos sdo tetraquénios, apresentando quatro sementes
pequenas e amarronzadas (Figura 1F).

A atividade floral compreende os estadios de:
pré-antese, quando os botdes apresentam-se fechado e
intumescido, com 4 a 6 mm de comprimento; antese,
na qual os botdes florais abrem-se assincronicamente
deixando totalmente expostos o estigma e os estames;
e pos-antese, quando ocorre a distensdo das pétalas e
sépalas.
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FIGURA 1: (A) Flor em antese de Ocimum canum Sims, (B) Corte longitudinal da flor, mostrando a disposi¢ao

dos orgaos reprodutivos, (C) Gineceu mostrando os mesocarpos, (D) Calice florifero, (E) Calice fru-

tifero e (F) Semente.

Na pré-antese, embora a flor permaneca fechada,
ocorre liberag@o de graos de pdlen sobre o estigma, que
ja se encontra receptivo. Ao final deste estadio as bor-
das laterais do labelo do calice dobram sobre si mes-
mas, formando a abertura da flor.

A antese ocorre entre 10:30 e 11:30h, com ante-
ras ja deiscentes e grios de pdlen disponiveis, os quais
podem ser conduzidos por eventuais polinizadores que
iniciam e intensificam suas atividades neste periodo.
Para este estagio foi observada uma pequena taxa de
germinag¢@o dos graos de polen de 1,70%.

Na poés-antese detecta-se um elevado nimero de
graos de pdlen germinados sobre o estigma, que se en-
contra umido facilitando a aderéncia dos mesmos.

A longevidade da flor € de cerca de 24 horas. As
flores ndo se abrem sincronicamente nas inflorescén-
cias, sendo encontradas flores em diferentes fases de
desenvolvimento na mesma planta, ao longo de um
dia.
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A disponibilidade polinica diminui ao longo dos
diferentes estadios florais (Tabela 1). A alteracdo na
cor da corola e das anteras de O. canum, levemente
amarronzadas com o passar do tempo, pode indicar a
reducdo da disponibilidade do recurso, semelhante ao
observado em Solanum Ilycocarpum (Oliveira-Filho e
Oliveira, 1988).

TABELA 1: Disponibilidade do pélen de O. canum em
trés estadios florais de desenvolvimento.

Numero
Estadios Total de Média / Desvio C.V.
Florais Grios de padrio (%)
Polen
Pré-antese 15223 761,15 +625,36 82,16
Antese 10371 691,40 + 187,78 27,16
Pos-antese 11557 577,85+ 397,85 68,85

C.V. — Coeficiente de varia¢do
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O manjericdo-doce apresenta elevadas taxas de
viabilidade polinica na pré-antese, antese ¢ pos-antese
(Tabela 2). Resultados semelhantes foram obtidos nos
trabalhos realizados por Raju (1989), nas espécies de
O. americanum ¢ O. basilicum, ¢ por Almeida et al.
(2004) em O. officinalis.

TABELA 2: Viabilidade do pdlen de O. canum em trés
estadios floral de desenvolvimento.

Numero Total

Estadios - Média / Desvio C.V.
Florai de Graos de adrio (%)
orais Polen Viaveis p ¢
Pré-antese 14203 135 +£90,02 66,68
Antese 9141 126 + 83,42 66,21
Pos-antese 10516 106 + 82,67 68,85

C.V. — Coeficiente de varia¢do

Segundo Flanklin et al. (1995), a viabilidade ¢
fundamental para a analise da fertilidade do pdlen, po-
dendo auxiliar no desenvolvimento de programas de
melhoramento genético. No presente estudo, foi obser-
vada uma diminuicdo na viabilidade dos graos de polen
na antese, periodo no qual as temperaturas foram mais
elevadas. De acordo com Almeida (1986), o aumento
da temperatura pode proporcionar redugdo na taxa de
viabilidade, ja que a produgdo e viabilidade do polen
podem diminuir consideravelmente por deficiéncias
na nutri¢do e por temperaturas extremas. Em algumas
espécies, como Lycopersicon esculentum Mill., tem-
peraturas elevadas na floragdo inibem a intumescéncia
dos graos de poélen. Segundo Rudich et al. (1977), a
deiscéncia ¢ produzida devido ao carater higroscopico
do endotécio que proporciona a forga necessaria para
romper a zona delibitada da epiderme, as temperaturas
elevadas podem afetar a estrutura do endotécio, dificul-
tando a deiscéncia das anteras.

A formagdo do tubo polinico no estilete foi ve-
rificada nos trés estadios de desenvolvimento floral,
sendo que 1,20% dos grdos germinam na pré-antese,
1,70% na antese e 9,33% na pds-antese. Para Souza et
al. (2002), a germinagdo do polén é um fator impor-
tante para o melhoramento de plantas, uma vez que o
material genético presente em cada grao de polén, con-
seqiiente das recombinagdes, possibilita a transmissao
de genotipos diversificados.

O estigma permanece receptivo durante todos os
estadios de desenvolvimento floral sendo que na pré-an-
tese, a receptividade ocorre apds a deiscéncia da antera.
Portanto, O. canum ¢ protandrico, confirmando os resul-
tados obtidos por Sobti e Pushpangadan (1982) para as
espécies ja estudadas do género Ocimum, como O. basi-
licum e O. americanum. Almeida et al. (2004) também
observaram a protandria na espécie O. officinalis.

Em relagdo ao sistema reprodutivo, o manjericao-
doce apresenta maior taxa de polinizagdo cruzada na-
tural do que autopolinizagdo natural (Tabela 3), o que
indicando que a espécie ¢ preferencialmente aldogama.
Entretanto, a possibilidade de ocorréncia da autogamia,
que permite a formagdo de sementes sem que haja ne-
cessidade de polinizadores, ndo pode ser descartada, ja
que foram obtidas sementes vidveis por este tratamen-
to. A ocorréncia de autogamia pode também ser com-
provada pelo indice de Cruden (1977) encontrado neste
estudo (135:1), o qual indica que O. canum ¢ autdga-
ma facultativa, ou seja, esta espécie pode reproduzir-
se tanto por este mecanismo, quanto por fecundagio
cruzada.

A formacao de um menor nimero de sementes nos
frutos formados, a partir de autopolinizagdes manuais
e espontaneas, também corrobora que a espécie seja
predominantemente alégama (Siqueira Filho e Macha-
do, 2001). As espécies do género Ocimum como, por
exemplo, O. basilicum e O. selloi, também apresentam
sistema de reprodu¢do misto podendo se reproduzir
tanto por autogamia quanto por alogamia, sendo que
o sistema de reprodu¢@o misto é predominante (Nation
etal., 1992).

A autogamia permite a formacdo de linhagens
puras para caracteres de importancia econdmica (Pa-
terniani, 1974), o que ¢ interessante para a realizagdo
de cruzamentos nas geragdes posteriores de Ocimum.
Ja a alogamia possibilita a manuten¢do ou aumento
do vigor hibrido das espécies pela ocorréncia de no-
vas combinagdes de genes codificadores de caracteres
de interesse agrondomico (Paterniani, 1974), como por
exemplo, a producdo de éleos essenciais que, por se-
rem amplamente utilizados pelas industrias farmacéuti-
cas, tém alto valor no mercado nacional e internacional
(Nation et al., 1992).
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TABELA 3: Resultados de cruzamentos naturais e artificiais em O. canum.

. Ne¢ Total de Ne¢ Total de Sucesso Sementes
Sistemas Reprodu- Ne Total de . . . :
tivos (Modalidade) Flores Utilizadas Mericarpos Mericarpos Reprodutivo  Germinadas

Esperados Obtidos (%) (%)
Autogamia - (Natu- 150 600 83 13,83 30
ral)
Autogamia (Artifi- 150 600 162 27,00 19
cial)
Alogamia  (Natu- 150 600 400 66,67 69
ral)
Alogamia  (Artifi- 150 600 43 7.17 25
cial)
Controle 150 600 378 63,00 39

Neste estudo, em todos os testes realizados, as
sementes germinaram, sendo 30% delas produzidas na
autogamia natural, contra 69% na alogamia natural. Dos
testes artificiais, 19% das sementes na autogamia ger-
minaram, contra 25% observado na alogamia. No grupo
controle foi observado um percentual de germinagio das
sementes de 39%.

O percentual de sementes vidveis inferior encon-
trado em polinizagdes autogamicas quando comparado
com alogamicas, pode indicar a ocorréncia de depressao
endogdmica nos estagios iniciais de desenvolvimento em
O. canum. Esta caracteristica é freqiientemente obser-
vada em outras familias, como em Orchidaceae (Stort
e Martins, 1980; Stort e Galdino, 1984; Matias et al.,
1996). Segundo Lande e Schemske (1985), a depressao
endogamica € usualmente encontrada em populagdes
de plantas predominantemente aldégamas, submetidas a
autofecundacdes for¢adas (Lande e Schemske, 1985).

A polinizagdo acontece, principalmente, na pos-
antese com a flor j4 aberta, periodo em que foi registrada
maior intensidade nas visitas dos insetos, favorecendo
a alogamia, uma vez que o polen expulso das anteras
aderem o abdomen dos visitantes florais, sugerindo a
contaminacdo do estigma com o polen. Resultados se-
melhantes realizados em diferentes espécies do género
Ocimum também foram encontrados por Khosla (1986),
Krishnan (1981) e Nation et al. (1992) na espécie O.
basilicum e O. amaricanum, 0s quais observaram que
esta espécie ¢ polinizada, principalmente, por abelhas.
Entretanto, estes resultados ndo estdo de acordo com
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os trabalhos de Darrah (1974) e Torrey (1989) os quais
verificaram em cultivares de O. basilicum que as dife-
rengas na morfologia floral podem prevenir a alogamia,
dificultando o contato dos visitantes com as anteras.

As flores de O. canum apresentam atributos florais
relacionados a sindrome floral de melitofilia (Faegri e
Van Der Pijl, 1980), tais como corola pouco tubulosa,
odor doce, pequena distancia entre a cAmara nectarifera
e os verticilos férteis e antese diurna. De acordo com
estudos realizados por Khosla (1986), as espécies da
familia Lamiaceae t€m uma estrutura floral favoravel a
polinizacdo por abelhas.

Os principais visitantes florais do manjericdo-doce
observados neste estudo sdo himenopteros dos géneros
Apis, Eulaema, Bombus, Augochloropsis e Megachile
(Tabela 4), sendo registrado ainda dipteros e lepidop-
teros. A atividade destes visitantes torna-se intensa na
antese e pds-antese.

TABELA 4: Visitantes florais de O. canum e recursos
que buscavam em suas flores.

Familia Espécies NéctI::curs;’s()len
Apidae Apis melifera X X
Eulema sp. X
Bombus sp. X
Lactidae Augocloropsis sp. X X
Megachilidae Megachile sp X
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Os insetos que visitam as flores de O. canum sdo
de habito diurno e ndo apresentam a mesma regularida-
de nas visitas. Dentre eles, destacam-se Apis mellifera,
que ¢ considerado o polinizador mais comum do género
Ocimum (Darrah, 1974). Apis mellifera esta presente na
populagdo estudada de O. canum durante todo o perio-
do observado, em toda a area de ocorréncia, pousando
em cada visita, em varias flores e permanecendo nelas
de 5 a 10 segundos. Ao movimento em busca do néctar,
a abelha pressiona as pétalas para baixo balangando os
estames de modo que o polen se disperse, aderindo-se
ao seu corpo. Quando a abelha deixa a flor, todas as
pecas florais, que tiveram suas posi¢des alteradas, re-
tornam a posicdo inicial.

O inseto, ao visitar outra flor, deixa o polen em
seu estigma. As flores, embora cleistogdmicas, rece-
bem pdlen exdgeno por meio dos polinizadores. Um
polinizador eficiente visita um grande niimero de plan-
tas de uma mesma espécie, transportando, por sua vez,
numerosos graos de polen em seus pélos ramificados,
o que faz de 4. mellifera um importante vetor de pdlen
para O. canum, assim este polinizador garante elevada
producdo de sementes e assegura a variabilidade gené-
tica da espécie.

Abelhas dos géneros Eulaema e Bombus pousam
e permanecem de 3 a 8 segundos em cada flor de O. ca-
num, enquanto Augochloropsis fica por até 30 segundos
em uma Unica flor, da qual retira néctar e pdlen. Estes
polinizadores visitam também uma grande quantidade
de flores de O. canum. Tal comportamento favorece a
polinizagdo cruzada, uma vez que individuos de dife-
rentes populagdes sdo alcangados durante as visitas.

E valido enfatizar que, durante o experimento, foi
detectada a presenca de formigas por todas as partes da
planta. Suas visitas iniciam-se tdo logo as plantas emi-
tam as inflorescéncias do eixo principal, independente
da presenca de flores abertas ou se abrindo. Muito rara-
mente chegam até as flores, ¢ quando o fazem, limitam-
se a percorrer as pétalas, sem causar-lhes danos.

Em um programa de melhoramento genético de
O. canum, sugere-se utilizar, na formag¢ao de linhagens,
a autopolinizac¢do artificial e, na producéo de hibridos,
a polinizag@o cruzada natural. O maior indice de germi-

nag@o polinica e a receptividade prolongada do estigma
encontrados na pds-antese indicam este estagio como
o melhor para a realizagdo de cruzamentos artificiais
intraespecifico em O. canum.
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