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RESUMO

O Manjericao Roxo (Ocimum basilicum L.) é uma planta que apresenta desenvolvimento lento no planalto de Pogos de
Caldas, além de ndo apresentar produtividade significativa de metabolitos secundarios quando cultivados em campo, fatos
que justificam a propagacdo in vitro como uma ferramenta de extrema importancia. O objetivo deste trabalho foi
determinar protocolos de assepsia para obteng¢do de menor taxa de contaminacgdo e oxidagdo in vitro de sementes de
Ocimum basilicum L.. Os resultados obtidos permitiram concluir que os explantes submetidos a solugdo de 100% de
hipoclorito de sodio na auséncia do alcool 70% obtiveram a menor porcentagem de contaminagdo, 0,8%. Nao se observou
nenhuma oxidag@o nas sementes, mostrando assim que o hipoclorito ndo apresentou efeito toxico.
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1. INTRODUCAO

O manjericdo (Ocimum basilicum L) ¢ uma planta herbacea, aromatica e medicinal, apresenta
um caule do tipo ramificado sendo um subarbusto podendo ser anual ou perene, dependendo da regidao
de cultivo, com crescimento de 30 a 50 cm de altura (MONFORT, 2013).

Esta espécie possui caracteristicas medicinais e aromaticas, isso faz com que se tenha grande
interesse das industrias alimenticia, farmacéutica, medicinal entre outras. Ele possui em suas flores e
folhas composi¢des quimicas que podem auxiliar nos sistemas digestorios e respiratorios, além de
serem utilizados como tempero. O oOleo que ¢ extraido desta espécie ¢ utilizado como
antiespasmodico, antitérmico, auxiliando também na digestdo e no combate de infec¢des bacterianas
e parasitarias intestinais. (FAVORITO et al., 2011; VELOSO, et al., 2014)

Analisando estudos sobre a espécie O. basilicum L. de coloragao roxa, observa-se que nao se
tem muito conhecimento e pesquisas realizadas. No planalto da cidade de Pogos de Caldas —-MG, esta
espécie apresenta dificuldade em seu desenvolvimento e propagacao nao sendo encontrada com muita
frequéncia, este fato pode se dar pela caracteristica da espécie ter certa preferéncia por climas mais

quentes e umidos (FAVORITO et al., 2011).
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Espécies aromaticas, na grande maioria, ndo apresentam elevada produtividade de metabdlitos
secundarios quando cultivadas em campo, devido, principalmente a propria variabilidade genética da
espécie, assim para obtencdo de matéria prima de qualidade o uso da biotecnologia passa a ser uma
ferramenta de extrema importancia, justificando a necessidade da determinacdo de protocolos de
cultivo in vitro (NOGUEIRA e ROMANO, 2002).

Um dos principios basicos para o sucesso da cultura de tecidos depende, em parte, de medidas
de controle e prevencdo da contaminagdo microbiana (LEIFERT et al., 1994; SILVA et al., 2003),
devido a esta técnica proporcionar um ambiente favoravel para o crescimento de microrganismos,
como bactérias, leveduras e fungos filamentosos (DANTAS, 2002). Para minimizar a contaminagao
microbiana, inimeros protocolos de assepsia sdo apresentados por diversos autores. Esses relatam o
uso de substancias, como hipoclorito de sddio (PEREIRA et al, 2009).

Encontram-se estudos com cultura de tecido da espécie O. basilicum L., porém com espécie
de coloragdo roxa ainda ¢ incipiente. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo identificar
qual metodologia de assepsia possibilita a menor taxa de contaminacdo e oxidacdo in vitro de

explantes de manjericao (O. basilicum).

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos na Fundacao Jardim
Botanico de Pogos de Caldas — MG. Como fonte de explantes foram utilizadas sementes de Ocimum
basilicum L., de coloragdo roxa.

As sementes foram inicialmente lavadas abundantemente com agua destilada e detergente
neutro. Em seguida, para defini¢do do melhor protocolo de assepsia dos explantes, foram aplicados
tratamentos com diferentes concentracdes (25%, 50% e 100%) de hipoclorito de sédio a 2,5% de
cloro ativo. Também foi avaliada a presenca ou auséncia de alcool 70% na assepsia dos explantes.

Em todos os seis tratamentos os explantes foram mantidos sob agitagdo constante por 20
minutos na solucao de hipoclorito. Apds este tempo, os explantes dos tratamentos com presenca de
alcool, foram mantidos por mais um minuto em solu¢@o de alcool 70%. Apds a imersdo nas solugdes
os explantes passaram por uma triplice lavagem em agua destilada e autoclavada, sob capela de fluxo
laminar. Para cada tratamento foram realizadas 12 repetigoes.

ApoOs a assepsia, as sementes foram inoculadas em potes contendo 40 ml de meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) suplementado com 30g/L de sacarose com pH ajustado para 5,7 + 0,1 e
mantidos em sala de crescimento a temperatura de 25 + 1° C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), formando um esquema
fatorial 3x2. A porcentagem de contaminagao, por fungo e bactéria, e oxidagao foram avaliados apds

21 dias. A analise de dados foi realizada utilizando-se o software R com a realizagdo da analise de
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variancia, e para os tratamentos significativos, procedeu-se a aplicagdo do teste de Scott-Knott, a 5%

de probabilidade.
3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A analise de variancia relativa aos dados obtidos revela que ndo houve significncia para a
interacdo entre os dois fatores. J4 para a analise de variancia dos fatores de forma individual, os
tratamentos utilizando cloro ativo em diferentes concentracdes para assepsia das sementes de
manjericao roxo resultaram em diferenca significativa para a avaliagdo realizada vinte ¢ um dias apds
o inicio do experimento. Para a varidvel contaminag¢do, os dados obtidos no experimento demonstram
que quanto menor a concentragdo do hipoclorito na solug¢do desinfetante, maior a contaminacdo dos
explantes (Tabela 1).

O tratamento com a concentracdo de 25% de hipoclorito de sodio e presenca de alcool 70%
apresentou a maior porcentagem de contaminagdo, 66,6%, ja os explantes que foram submetidos a
solucao de 100% de hipoclorito de sodio na auséncia do alcool 70% obtiveram a menor porcentagem
de contaminacao, 0,8%.

Esse resultado evidencia a eficiéncia do hipoclorito de s6dio na desinfestacdo e controle da
sanidade do material introduzido in vitro. Esse fato pode ser atribuido ao grande potencial
antimicrobiano do agente antisséptico utilizado, que penetra na parede celular das bactérias e desativa

uma enzima essencial a sobrevivéncia dos microrganismos (MEYER, 1994).

Tabela 1. Porcentagem de contaminacdo das sementes de manjericdo roxo submetidas a
concentracdes de hipoclorito de sodio e presenca ou auséncia de alcool 70% no processo de assepsia.

Pocos de Caldas, 2019.

Hipoclorito Alcool 70% Contaminacao
de Sodio (%) (presenga ou auséncia) (%)

T1 25 Presenca 66,6 b

T2 50 Presenca 333 a

T3 100 Presenca 333 a

T4 25 Auséncia 16,6 a

T5 50 Auséncia 16,6 a

T6 100 Auséncia 0,8a

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Picolotto et al. (2007) também evidenciaram a eficiéncia do hipoclorito de s6dio na assepsia
de explantes para estabelecimento in vitro. Pereira et al. (2011), analisando o efeito de diferentes
concentragdes de hipoclorito de sdédio na desinfestagdo e estabelecimento in vitro de bananeira

também observaram que maiores concentragdes de hipoclorito se mostraram mais eficientes.
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Uma outra varidvel analisada no presente experimento foi a porcentagem de oxidagdo, porém
em todos os tratamentos nao foi observado a oxidac¢ao das sementes, evidenciando o efeito ndo toxico

do hipoclorito de sédio e do alcool para os explantes.

4. CONCLUSOES

O tratamento, a qual a espécie Ocimum basilicum L. de coloragdo roxa foi submetido, com a
concentracdo de 100% e auséncia de alcool, foi o que apresentou maior eficiéncia no controle a
patdgenos. As concentragdes de hipoclorito ndo oxidaram as sementes de Manjericdo Roxo,

demonstrando que o mesmo ndo ¢ toxico para essa espécie.
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