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RESUMO GERAL

AMARAL, Uir4 do. Variabilidade genética e producdo de dleo essencial de clones de
Lippia alba (Mill) N.E.Brown oriundos da regido metropolitana do Rio de Janeiro. 2015.
55f. Tese (Doutorado em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

A biodiversidade, uma das propriedades fundamentais da natureza, € fonte de imenso
potencial de uso econdmico. O Brasil € detentor de uma rica biodiversidade, e é considerado
um dos paises megadiversos mais importantes do planeta. Dentre os varios elos que compde
esta biodiversidade a flora nativa brasileira merece destaque. Apesar disto, poucos tém sido 0s
estudos que promovem a utilizacdo inteligente e racional destes recursos genéticos. A
domesticacdo e o melhoramento de plantas nativas, incluindo aquelas jd conhecidas e
utilizadas por populagdes locais ou regionais, porém sem penetracdo no mercado nacional ou
internacional, é a grande oportunidade que se oferece aos paises ricos em recursos genéticos.
As plantas medicinais e aromaticas representam uma parte expressiva deste mercado em
potencial, sendo que a espécie erva-cidreira-brasileira (Lippia alba) € um exemplo importante
de planta medicinal e aromatica, ha muito tempo utilizada pela medicina popular por suas
fungbes como calmante, antiespasmaddica, sedativo, além de produzir varios tipos de 6Oleos
essenciais podendo ser utilizada pela industria de perfumes, alimentos e produtos de limpeza,
aléem do controle de pragas e doengas na agricultura. Diante do exposto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a variabilidade genética e parametros genéticos de acessos de L. alba e o
comportamento agrondmico de diferentes clones oriundos da regido Metropolitana do Estado
do Rio de Janeiro. O experimento foi instalado em novembro de 2011 no Setor de Plantas
Medicinais do Instituto de Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, e as
colheitas foram obtidas na primavera de 2013 e no verdo de 2014. Este estudo foi dividido em
trés capitulos: Polimorfismo em clones de L. alba oriundos da regido Metropolitana do Rio de
Janeiro (Capitulo 1) e Parametros genéticos e avaliagdo agrondmica em clones de L. alba
(Mill) N.E.Brown em duas estacdes no ano (Capitulo Il). No capitulo | os acessos foram
agrupados em dendrograma, sendo formados cinco grupos e o grupo | reuniu 0s dois acessos
similares (UFRRJLA 17 e UFRRJLA 18). No capitulo Il foi demonstrado que os caracteres
analisadas apresentaram comportamento variavel conforme a estacdo do ano (primavera ou
verdo) confirmando a forte influéncia do ambiente sobre as variaveis quantitativas. A matéria
seca total e a produtividade foram maiores no clone com quimiotipo citral (UFRRJLAQ5),
com os maiores valores médios nas duas estacfes do ano em que os dados foram avaliados. Ja
para o rendimento e produtividade de Oleo essencial destacou-se 0 acesso com quimiotipo
limoneno-carvona (UFRRJLAO03), tanto na primavera quanto no verao.

Palavras-chave: planta medicinal e aromatica; citral; limoneno; carvona; 6leo essencial.



ABSTRACT

AMARAL, Uira do. Genetic variability and essential oil production of Lippia alba clones
(Mill) N.E.Brown coming from the metropolitan area of Rio de Janeiro. 2015. 55f. Thesis
(Doctor in Plant Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Biodiversity, one of the fundamental properties of nature, is a source of immense economic
potential. Brazil holds a rich biodiversity, and is considered one of the most important mega-
diverse countries on the planet. Among the various links that make up this biodiversity
Brazilian native flora noteworthy. Despite this, there have been few studies that promote
intelligent and rational use of this genetic resource. Domestication and breeding of native
plants, including those already known and used by local or regional populations, but without
penetration at the national or international market is the great opportunity offered to the
countries rich in genetic resources. Medicinal and aromatic plants represent a significant part
of this potential market, and the lemongrass-Brazilian species (Lippia alba) is an important
example of medicinal and aromatic plant, long used in folk medicine for his duties as
soothing, antispasmodic, sedative, and produce various kinds of essential oils can be used by
the perfume industry, food and cleaning products, beyond the control of pests and diseases in
agriculture. Thus, the objective of this study was to evaluate the genetic variability, genetic
parameters and the agronomic behavior of different accesses of L. alba, coming from the
metropolitan region of the State of Rio de Janeiro. The experiment was conducted in
November 2011 on Medicinal Plants Sector of Agronomy Institute of Rural Federal
University of Rio de Janeiro, and crops were obtained in the spring of 2013 and summer of
2014. This study was divided into three chapters: Polymorphism in clones of L. alba coming
from the metropolitan area of Rio de Janeiro (Chapter 1); Genetic variation for morphological
characters in clones of A. alba (Chapter I1) and seasonality effect in producing chemotypes of
L. alba (Chapter I11). In Chapter | the accessions were grouped into dendrogram, five groups
being formed and the group | met two similar access (UFRRJLA 17 and UFRRJLA 18). In
Chapter Il it was shown that the characters analyzed showed variability according to the
season (spring or summer) confirming the strong influence of the environment on quantitative
variables. The total dry matter and yield were higher in access UFRRJLAO5 with citral
chemotype, which showed the highest average values in the two seasons in which the data
were evaluated. As for the essential oil yield and productivity stood out access UFRRJLA03
with limonene-carvone chemotype, both in spring and in summer.

Key words: medicinal and aromatic plant; citral; limonene; carvone; essential oil
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1 INTRODUCAO GERAL

A crescente procura por plantas medicinais, aromaticas e condimentares, é observada
em diversos paises devido a tendéncia dos consumidores em utilizarem, preferencialmente,
produtos farmacéuticos ou alimenticios de origem natural (SANTOS et al., 2014). O Brasil
tem lugar de destaque na producio de dleos essenciais, ao lado da india, China e Indonésia,
que sdo considerados os quatro grandes produtores mundiais. No cenério nacional de plantas
medicinais e aromaticas o Estado do Parana lidera a producdo com 90% do que € produzido
no pais (PAULUS et al., 2013; NEGRELLE et al., 2005). J4 no Estado do Rio de Janeiro a
exploracdo de plantas aromaticas para producdo de Oleo essencial é praticamente
inexpressiva.

O Brasil possui tradicdo no cultivo de plantas aromaticas e na producdo de Oleos
essenciais, proporcionando divisas de exportacéo, sendo crescente a absor¢do desses produtos
por diversos ramos industriais como nos de alimentos, farmacos, perfumes e cosméticos,
inseticidas, detergentes e desinfetantes. Dentre as matérias-primas para a producgdo de éleos
essenciais que tem despertado interesse num passado recente estdo as piperaceas, lamiaceas,
verbenaceas, entre outras (SILVA, 2004; LIMA & CARDOSO, 2007; SOARES &
TAVARES-DIAS, 2013).

No entanto, mercado interno de Oleo essencial é notadamente determinado por uma
conjuntura internacional, estima-se que o Brasil colabore apenas com aproximadamente 0,1%
dos US$ 1,8 bilhdes despendidos no mercado internacional de dleos essenciais. O que ainda é
muito pouco frente as muitas espécies vegetais com potencial de exploracdo. Diante desta
realidade fica evidente que ainda faltam investimentos internos na industria de Oleos
essenciais, tendo em vista que as empresas sdo predominantemente do tipo integradas e
pertencem a outros paises (SANTOS, 2011).

A espécie Lippia alba (Mill) N. E. Brown é uma planta com multiplas propriedades
medicinais e aromaticas (MAMUN-OR-RASHID et al., 2013), bastante utilizada no mercado
popular e de grande interesse comercial pelas propriedades de seus compostos secundarios
(BOTTIGNON, 2009). Destacando acdo analgésica, anti-inflamatoria, sedativa e
antiespasmodica (PASCUAL et al., 2001; PINTO et al., 2006; MATTOS et al., 2007). Além
disso, possui atividades inseticida, antibacteriana e antifungica, que podem ser exploradas na
agricultura organica (TAVARES et al., 2011).

Dentre os componentes do 6leo essencial de L. alba, o linalol tem se destacado pelo seu
expressivo rendimento na planta (JANNUZZI et al., 2006) e por sua ampla utilizacdo nas
industrias de aromatizantes, cosméticos e perfumes (SANTOS, 2011). Podendo citar ainda o
limoneno, componente aromatico comum nas industrias farmacéutica e alimenticia. E o citral
como fragrancia em cosméticos e perfumes (SANTOS, 2011).

A constante utilizacdo dessas plantas com fins medicinais e aromaticas se da na forma
de coleta ndo-sustentavel, ou seja, a maioria das plantas medicinais e aromaticas ainda nao é
cultivada. Grande parte das plantas medicinais e aromaticas cultivadas encontra-se no estagio
inicial de domesticacéo, tornando a situacdo ainda mais preocupante, porque a disponibilidade
do medicamento fitoterapico esta estritamente relacionada com a qualidade e quantidade de
espécie vegetal que lhe d& origem. Afim, de evitar que essas perdas de recursos genéticos
continuem ocorrendo, alguns métodos de conservacdo desse material genético sdo sugeridos,
a exemplo dos Bancos Ativos de Germoplasma (CAMELO, 2010).

Uma maneira de conhecer a genética da espécie é por meio da caracterizacdo genotipica
via obtencdo de marcadores moleculares. No melhoramento de plantas, em especial, destaca-
se 0 uso desses marcadores nos trabalhos de mapeamento genético, na identificacdo de QTLs

1



(Quantitative Trait loci), nos estudos de diversidade genética em bancos de germoplasma, na
selecéo assistida por marcadores (SAM) e, recentemente, nos estudos de selecdo gendmica
ampla. Um exemplo de marcador bastante utilizado para as finalidades supracitadas sdo 0s
ISSR (Inter simple sequence repeat), baseado em PCR, consiste na amplificagdo de
segmentos de DNA localizados entre duas regides microssatélites idénticas (CAIXETA et al.,
2013). Alguns estudos de genotipagem em L. alba ja foram realizados em diferentes
genotipos, diante dos resultados ficou evidente que os marcadores moleculares ISSR e RAPD
e SSR foram eficientes para avaliar a variabilidade genética em L. alba (MANICA-CATTANI
et al., 2007; VAL et al., 2009; SANTOS et al., 2012).

O conhecimento das caracteristicas morfolégicas da planta e do ambiente de cultivo
contribui para a selecdo de gendtipos mais adaptados a ambientes especificos, e para verificar
a existéncia de acessos repetidos nos bancos de germoplasma (SANT’ANA, 2009). Neste
sentido, a obtencdo de descritores morfoldgicos sdo essenciais para auxiliar na discriminacdo
da variabilidade genética dos muitos gendtipos de L. alba.

Para YAMAMOTO (2006) ao avaliar a interacdo genotipo x ambiente de vinte acessos
de L. alba quimiotipos (linalol, mirceno/canfora, limoneno/carvona, citral e mirceno), foi
possivel concluir entre outras coisas que 0s quimiotipos testados foram estatisticamente
contrastantes para caracteristicas fenotipicas, enquanto dentro de quimiotipo os contrastes
significativos entre gendtipos foram em menor nimero. Finalmente, um ponto critico no
cultivo de plantas medicinais e aromaticas no Brasil é a falta de informacgdes sobre aspectos
agrondmicos e sistemas de producao (EHLERT, 2003; JANNUZZI et al., 2011).

Portanto, o objetivo deste estudo foi caracterizar acessos de L. alba oriundos de
diferentes locais da regido Metropolitana do Rio de Janeiro, a partir de analises moleculares,
descritores morfologicos e obtencdo de parametros genéticos. Além de avaliar o potencial
agrondmico de clones para producdo de Oleo essencial destes genotipos nas condicoes
edafoclimaticas desta regido.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Recursos genéticos e conservacgdo do género Lippia
2.1.1 Centro de origem e caracteristicas gerais de L. alba

A especie L. alba (Mill) N. E. Brown pertence a familia Verbenaceae que esta
distribuida em praticamente todos os continentes e apresenta uma grande diversidade de
espécies medicinais e aromaticas. Segundo alguns autores, a familia Verbenaceae possui
aproximadamente 32 géneros e 840 espécies (CANTINO et al., 1992; ATKINS, 2004).
Inferéncias filogenéticas sugerem que esta familia é originaria da América do Sul, com alguns
eventos de colonizacéo que auxiliaram na dispersdo de espécies para o Velho Mundo (MARX
et al., 2010). As espécies que compde a familia Verbenaceae tem seu potencial econdmico
amplamente explorado, tanto como ornamentais (LORENZI & SOUZA 2001), quanto
terapéuticas, neste Gltimo caso devido a presenca de 6leos essenciais.

A espécie L. alba é nativa da América do Sul e tem o Brasil como possivel centro de
origem (RUFINO et al. 2012). Segundo SALIMENA (2002) existem diversas sinonimias para
L. alba (Mill) N. E. Brown na comunidade cientifica, podendo receber o nome de L.
microphylla Griseb, L. geminata H.B.K., L. globiflora Kuntze, L. lantanoides Coult, Lantana
alba Mill e Phyla germinata H.B.K.

A L. alba é considerada uma planta medicinal e aromatica, sendo popularmente
denominada de erva cidreira de arbusto, erva cidreira do campo, erva cidreira brasileira,
alecrim, alecrim do campo, alecrim selvagem, camara, capitdo do mato, cidrdo, cidro,
cidreira, capim cidreira, cidreira falsa, falsa melissa, salva do Brasil, salva limao, entre outras
(MARTINS et al., 2000; SILVA & SALIMENA, 2002).

Atualmente a espécie é cultivada em paises, como o México, Paraguai, Costa Rica,
Guatemala, Colémbia e Brasil, devido principalmente a sua ampla variedade fenotipica, o que
facilita sua adaptacdo em condicBes ambientais diversificadas (PALACIO-LOPEZ &
RODRIGUES-LOPEZ, 2007). Ela também pode ser encontrada no Sul dos Estados Unidos
(Flérida) e Norte da Argentina, além de paises da Africa, na india e na Australia
(HENNEBELLE et al. 2008; AQUINO et al. 2010) (Figura 1).

Figura 1. Dis'tri'buigﬁo mundial de L. alba. Fonte: Discover Lifé (2015)



A L. alba tolera secas de aproximadamente 4 a 6 meses sem chuva devido a alteracoes
morfoldgicas, tais como, diminuicdo da area foliar, nimero de folhas, etc (ARAMBARRI et
al., 2006). Essa espécie cresce em temperatura média de 24°C, com uma umidade relativa de
75% e precipitacdo média anual de 1.056 mm, em areas onde as estacdes chuvosa e seca sdo
bem definidas (RUEDA et al., 2007). Com relacdo ao desenvolvimento, vegeta em solos
arenosos e nas margens dos rios, acudes, lagos e lagoas, em regides de clima tropical,
subtropical e temperado (CORREA JUNIOR, 1994), em altitudes de até 1800 m (GUPTA,

1995).



2.1.2 Conservacdo da espécie L. alba

A caracterizacdo dos recursos genéticos armazenados nos bancos de germoplasma
permite conhecer e preservar a variabilidade genética das espécies, além de possibilitar a
identificacdo e selecdo de acessos de interesse. Esses acessos, por meio de programas de
melhoramento genético, poderdo dar origem a cultivares superiores, adaptadas a ambientes
especificos e com caracteristicas favoraveis como, no caso das plantas aromaéticas e
medicinais, alto rendimento de O&leos essenciais ricos nos principios ativos desejados
(BLANK, 2013).

Apesar da espécie L. alba estar presente em varias regides brasileiras, ainda sdo poucos
0s bancos de germoplasmas e cole¢des de trabalho frente a grande variabilidade genética da
espécie. Neste sentido, a manutencéo e caracterizacdo da diversidade genética de L. alba é de
fundamental importancia para conservacdo e o melhoramento genético da espécie, a exemplo
da colecdo de Lippia ssp. da Universidade de Brasilia — UnB (Tabela 1) e do banco ativo de
germoplasma da Universidade Federal do Sergipe - UFS (Tabela 2).

Tabela 1. Acessos de Lippia ssp. oriundos de diferentes regibes do Brasil, pertencentes a
Colecdo de trabalho da Universidade de Brasilia — UnB.

ACEeSso Localidade Estado
LA-01 Loteamento rural ‘ABC’ DF
LA-02 Cidade de Araguaina TO
LA-04 Cidade de Sdo Gongalo do Rio Abaixo MG
LA - 05 Cidade de Botucatu SP
LA-17 Cidade de Floriandpolis SC
LA -22 Cidade de Ilhéus BA
LA -27 Cidade de Manaus MA

Adaptado: JANNUZZI et al., 2011

Tabela 2. Acessos de L. alba oriundos de diferentes regides do Brasil, pertencentes ao Banco
Ativo de Germoplasma da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

Acesso Municipio/Estado de origem  Procedéncia Caodigo no herbario da UFS

LA -32 Rio de Janeiro — RJ uUnB 13480
LA -29 Piracicaba — SP unB 13443
LA-22 Lavras — MG unB 13476
LA —45 Vicosa — MG unB 13498
LA-24 Luziania — GO unB 13477
LA —-30 Posse — GO unB 13454
LA-10 Brasilia — DF unB 13495
LA-01 ABC - DF unB 14784
LA -41 Curitiba — PR uUnB 13484
LA —-52 Rio Real - BA UFS 13481
LA —-49 Aracaju — SE UFS 13471
LA —-63 Santana do S&o Francisco — SE UFS 13445
LA-71 Paripiranga — SE UFS 13447
LA-72 Traipu — AL UFS 13496
LA-13 Fortaleza — CE UFC 13488

Adaptado: CAMELO et al., 2010



2.2 Melhoramento genético de L. alba

A variabilidade genética entre as espécies constitui a fonte priméria dos estudos
genéticos e sem ela ndo seria possivel ocorrer processos naturais como adaptacao e evolugdo
das espécies e o melhoramento genético. Portanto, o sucesso de qualquer programa de
melhoramento depende, fundamentalmente, da variabilidade genética dos progenitores
envolvidos. Estudos sobre a identificacdo e caracterizacdo da variabilidade genética em
plantas medicinais concentram-se em aspectos fenotipicos, tais como 0s caracteres
morfoldgicos (PINTO et al., 2011).

MANICA-CATTANI et al. (2007) avaliaram vinte e sete acessos de L. alba
coletados no Rio Grande do Sul, neste estudo foram utilizados marcadores ISSR e RAPD
visando avaliar a variabilidade genética e as relacbes entre acessos. Seis sequéncias
iniciadoras de ISSR e quatro de RAPD geraram 120 fragmentos amplificados, a maior parte
dos quais apresentaram algum grau de polimorfismo. A variabilidade genética geral entre
acessos foi muito elevada quando comparada com outras espécies vegetais. A analise
hierarquica dos dados moleculares (UPGMA) mostrou baixa relacdo entre acessos, e ndo
houve formagéo de agrupamentos entre acessos pertencentes ao mesmo quimiotipo. A analise
de fungbes candnicas permitiu identificar algumas variaveis relacionadas com as
caracteristicas quimicas dos 6leos essenciais. Tanto os marcadores ISSR como RAPD foram
eficientes para avaliar a diversidade genética em L. alba e devem contribuir para a
conservacdo e melhoramento desta importante espécie aromatica e medicinal.

VAL et al. (2009) avaliaram acessos de L. alba do banco de germoplasma da
ESALQ-USP formado por gendtipos de diferentes Estados brasileiros. Foram usados 9
marcadores ISSR, obtendo-se um total de 52 locos, sendo 41 (78,85%) polimorficos. Com
base nestes resultados, € possivel afirmar que, com relacdo a diversidade genética molecular,
0 Estado de origem ndo é o melhor critério de classificacdo dos acessos neste banco de
germoplasma.

Mais recentemente, SANTOS et al. (2012) utilizaram 11 marcadores SSR em
populacdes de L. alba. Devido ao polimorfismo, dos 11 marcadores (loci), oito foram
utilizados (screnning) em 61 acessos de duas populacGes. Os parametros utilizados foram
heterozigose esperada (He) e nimero de alelos. Os resultados identificaram 44 alelos com
média de 5.5 alelos por loci, com a heterozigose variando entre moderada e alta.

Pelo fato de o metabolismo secundario ser controlado geneticamente (provavelmente
poligénico) e estar intimamente associado ao mecanismo de defesa das plantas, ocorre
interacdo com o ambiente (plasticidade fenotipica), provocando alteracdes significativas no
rendimento e composicdo de seus Gleos essenciais (MING, 1992; YAMAMOTO, 2006). Fato
também observado por MADUENO BOX (1973) e por MAGALHAES (1986) com relacio
aos tratos culturais utilizados.

Para YAMAMOTO (2006) o Oleo essencial da erva-cidreira mantém
qualitativamente o perfil quimico mesmo variando os ambientes de cultivo, sendo observadas
apenas variagdes quantitativas. De acordo com este estudo ndo foi detectada nenhuma
variacdo qualitativa, como o surgimento de uma nova substancia ou o desaparecimento de
outra, conforme os diferentes ambientes estudados e, em relacdo ao rendimento de éleo, a
magnitude da interacdo gendtipos x ambientes foi pouco ampla, indicando alta determinacgéo
genotipica para essa caracteristica.

Neste sentido, fica evidente a necessidade de estudos quanto a interacdo genotipo x
ambiente, pois esta representa um desafio para os produtores no estabelecimento de genotipos



produtivos e estaveis, além de manter a uniformidade quimica exigida pela industria
(YAMAMOTO et al., 2008).

Mesmo assim, poucas sdo as pesquisas com L. alba visando o melhoramento
genético da espécie. A exemplo do estudo pioneiro de SCHOCKEN (2007) onde foram
obtidos quimiotipos hibridos de L. alba. Podendo citar ainda os estudos desenvolvidos por
RUFINO (2008), avaliando a variabilidade genética em pequenas populagbes de L. alba por
meio da obtencdo de parametros genéticos. E o estudo de BOTTIGNON (2009) com
estimativas de parametros genéticos quimiotipo linalol em progénies clonais de meios irméaos.



2.3 Metabélitos secundarios

A Dbiossintese dos metabolitos secundarios é realizada por rotas metabdlicas
especificas do organismo, ocorrendo estreita relacdo entre essas rotas e aquelas responsaveis
pela sintese de metabdlitos primarios. Essas rotas metabdlicas sdo interconectadas de forma
que as rotas que sintetizam metabolitos priméarios fornecem moléculas que sdo utilizadas
como precursoras nas principais rotas da sintese dos metabodlitos secundarios. O processo
primario € a fotossintese, por meio da qual as plantas utilizam a energia solar para a producéo
de compostos organicos. Estes compostos servem como precursores dos metabdlitos
secundérios (CASTRO et al., 2004).

A glicose é produto da fotossintese e a partir desta substancia sdo formados
praticamente todos os metabdlitos primarios e secundarios. Segundo Baser (2012)
inicialmente a glicose é convertida em moléculas de acido pirtvico que podem seguir duas
vias diferentes. Na primeira via, moléculas de piruvato entram na via do &cido chiquimico
para formar os metabdlitos secundarios aromaticos (alcaléides inddlicos, quinolinicos,
isoquinolinicos, ligninas e lignanas, cumarinas e taninos hidrossoliveis) (CSEKE et al.,
2006). Na segunda via, 0 piruvato continua sendo oxidado até a formagdo de moléculas de
acetil-coenzima A (acetil-coA) (BASER, 2012). Estas podem seguir trés vias diferentes: a do
acido citrico, a do mevalonato e a da condensacao do acetato.

A via do mevalonato origina os isoprenoides que séo substratos para via de terpenos
conforme demonstrado na figura 2 abaixo.
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Figura 2. Principais rotas metabdlicas para a biossintese de metabdlitos secundarios,
formados principalmente por dois precursores: o acido chiquimico e o acetato. Via DOXP
recentemente associada a biossintese de terpendides em plantas (adaptado de SANTOS, 2001;
DI STASI, 1996; SANGWAN et al., 2001; LICHTENTHALER, 1999). Fonte: SOUZA,
2010.



2.4 Oleos essenciais

A composicdo quimica dos 6leos essenciais (OE) € o resultado da mistura de um
namero variavel de substancias organicas, tais como: hidrocarbonetos terpénicos, alcoois,
aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, 6xidos, peréxidos, furanos, &cidos orgéanicos, lactonas e
cumarinas, podendo atingir centenas de substancias, em diversas concentragdes, que variam
de baixissimas quantidades (tragos) a compostos majoritarios (LAVABRE, 2001).

Os volateis sdo produzidos a partir de intermediarios de trés vias do metabolismo
secundario: chiquimato (compostos aromaticos) nos plastideos, mevalonato (isoprendides) no
citosol e Mep ou DOXP (isoprendides) nos plastideos. Estes sdo constituidos principalmente
de terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos) (CRAVEIRO & QUEIROZ, 1993; CASTRO et
al., 2004). Os terpendides sdo formados pela condensacdo de unidades de isopreno, que é
obtido da pirdlise de compostos C10 (Figura 3).
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Figura 3. Via da biossintese dos terpendides (VERPOOT, 2000)

Para espécie L. alba, de acordo com a composicdo quimica majoritaria dos
componentes do 6leo essencial, resultado da interacdo genotipo x ambiente, tem-se pelo
menos trés quimidtipos principais: citral, carvona e linalol (TAVARES et al., 2005). Ja
HENNEBELLE et al. (2006), sugere a formacdo de pelo menos sete grupos quimicos para L.
alba. Sendo eles o quimiotipo | (citral e/ou linalol), quimiotipo Il (germacreno), quimiotipo
IIT (limoneno), quimiotipo IV (mirceno), quimiotipo V (y-terpeno), quimiotipo VI (canfora e
1,8-cineol) e finalmente o quimiotipo VII (estragol).



Dentre os varios componentes do Oleo essencial de L. alba, o linalol tem se
destacado pelo seu expressivo rendimento na planta (JANNUZZI et al. 2010) e por sua ampla
utilizagcdo nas indUstrias de aromatizantes, cosméticos e perfumes (SANTOS, 2011); podendo
citar ainda o limoneno, componente aromatico comum nas inddstrias farmacéutica e
alimenticia; o citral como fragrancia em cosméticos e perfumes e o quimiotipo carvona com
acdo antifungica e bactericida (SANTOS, 2011; SOARES & TAVARES-DIAS, 2013).

Os constituintes quimicos do 6leo essencial produzido pela espécie L. alba estdo em
maior quantidade nas folhas e nas inflorescéncias, sendo possivel encontrar nas raizes
(terpendides, fenilpropandides e agucares) (Tabela 3).

Tabela 3. Constituintes quimicos de L. alba em funcdo da parte utilizada.
Partes utilizadas Constituintes’ Referéncias
Raizes Terpenoides, Fenilpropandides e agclcares Jose et al. (2006)
Borneol, céanfora, 1-8-cineol, geranial, Craveiro et al. (1981),
linalol, mirceno, neral, piperitona, Howard (1989), Di Stasi

Folhas sabineno, 2-undecanone, B-cariofileno, B- et al. (2002), Tavares et
elemeno,  limoneno, carvona, a- al. (2005), Parra-Garcés
muuroleno e outros et al. (2010)

"Monoterpenos e sesquiterpenos

Os diversos terpenos apresentam funcfes variadas nos vegetais. Os monoterpenos e
sesquiterpenos sdo constituintes dos Oleos volateis, sendo que os primeiros atuam na atracao
de polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral, apresentam fungdes protetoras contra fungos e
bactérias, enquanto muitos diterpendides dao origem aos horménios de crescimento vegetal
(VERPOOTE, 2000). Os 06leos essenciais sdo biossintetizados em estruturas celulares e
anatomicas bem definidas, conforme ilustrado na figura 4 e passiveis de obtencdo por
hidrodestilacao e arraste com vapor de agua.

A
— h"s j

Figura 4. Tricomas secretores de Lippia alba: A) Nervura central, ém corte transversal; B)
Tricoma (tipo I); C) Tricoma (tipo II) e D) Tricoma (tipo III) (bars =10 um).
Fonte: Jezler et al., 2013.
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2.5 Fatores que interferem na producéo de L. alba

A maioria dos estudos com plantas medicinais no Brasil vem sendo realizados com
plantas exdticas e, quando se trata de plantas nativas, estes trabalhos, além de escassos, tém
sido pouco abrangentes (JANNUZZ] et al., 2010). Neste sentido, verifica-se a necessidade do
desenvolvimento de pesquisas amplas envolvendo mais de um quimiotipo, visto que a espécie
é bastante versatil na producdo de metabdlitos secundarios.

Alguns fatores podem coordenar ou alterar a taxa de producdo de metabdlitos
secundérios, dentre eles, vale destacar a sazonalidade, o ritmo circadiano e os estadios de
desenvolvimento, a temperatura e outros destacados na tabela 4.

Tabela 4. Principais fatores que interferem na producédo de 6leo essencial de L. alba.

Fatores de producgdo

Referéncias

Horério de colheita (citral-limoneno)
Horério de colheita
Horério de colheita (carvona-limoneno)

Nagao et al. (2004)
Bezerra et al. (2011)
Ehlert et al. (2013)

Epoca de colheita apos o plantio
Epoca de colheita ao longo das esta¢6es do ano
Epoca de colheita ao longo das esta¢6es do ano

Barros et al. (2009)
Silva et al. (2012)
Almeida et al. (2012)

Diferentes regides de cultivo
Diferentes regides de cultivo
Diferentes regides de cultivo
Diferentes regides de cultivo

Fontanel & Tabata (1987)
Santos-Mendes (2001)
Siani et al. (2002)

Teles et al. (2012)

Efeito da luminosidade
Efeito da luminosidade

Ventrella et al. (2000)
Montanari et al. (2004)

Altura de corte (colheita) Santos-Innecco (2004)

Uso da adubacao Ming (1994)

Uso da adubacao Santos-Innecco (2003)
Uso da adubacao Montanari et al. (2004)
Uso da adubacao Tavares (2009)

Dentre os fatores climaticos citados anteriormente, o horario de colheita e a época do
ano podem influenciar mais um quimiotipo do que outro. Quanto ao uso da adubacdo ainda
ndo existe um consenso sobre melhor dose, no entanto, justifica-se a utilizacdo de adubos
organicos para estimular a producdo de fitomassa. A identificacdo destas interferéncias, bem
como da relacdo entre as mesmas, favorecerd a obtencdo de matérias-primas vegetais de
melhor qualidade, o que possibilitara a obtencdo de 6leos essenciais com composic¢do quimica
mais constante (MORAIS, 2009).

Lima et al. (2015) propdem o uso da micropropagacdo de clones de L. alba como
uma forma de obter Gleos essenciais com menores variacdes. Visto que além dos fatores
anteriormente mencionados, tanto os métodos como as condi¢cGes de extracdo afetam a
composicdo e o rendimento do Oleo essencial (LINDE et al., 2016). Por este motivo,
justificam-se estudos agronémicos em diferentes regides de cultivo utilizando o maximo de
quimiotipos possivel. Lembrando que estes estudos fitotécnicos devem acompanhar 0s
resultados obtidos pelo melhoramento genético da espécie, a fim de garantir o aumento da
producdo de 6leo essencial e a estabilidade das plantas no campo.
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3 CAPITULO I

POLIMORFISMO EM CLONES Lippia alba (Mill) N. E. Brown
ORIUNDOS DA REGIAO METROPOLITANA DO RIO DE JANEIRO
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RESUMO

No Brasil, a ocorréncia natural da espécie Lippia alba (Mill) N. E. Brown é bastante ampla, o
que justifica uma elevada variagdo fenotipica e a ocorréncia de varios quimiotipos. Levando
em conta que os métodos moleculares de determinacéo da variabilidade genética possibilitam
uma maior precisdo, em relacdo aos métodos morfoldgicos, o objetivo deste estudo foi avaliar
a variabilidade genética de diferentes genotipos de L. alba oriundos da regido Metropolitana
do Estado do Rio de Janeiro, usando marcadores ISSR. No experimento, conduzido no
Instituto de Agronomia da UFRRJ, foram avaliados vinte genétipos de L. alba propagados
assexuadamente. Foram utilizados 13 primers ISSR, obtendo-se um total de 97 bandas
amplificadas e 74 bandas polimdrficas, equivalente a 77,89% das bandas amplificadas. O
dendrograma (Neighbor Joining) formou cinco grupos, sendo que apenas 0s genotipos UFRRJ
LAO1 e UFRRJ LAO2 foram agrupados por mesma regido geografica e quimiotipo. A menor
similaridade (52%) foi observada no agrupamento que reuniu os acessos UFRRJ LAO1,
UFRRJ LAO2, UFRRJ LAO3, UFRRJ LA0O4 e UFRRJ LAO5. Confirmando variacdo genética
entre 0s gendtipos, mesmo quando oriundos de uma mesma regido. Concluiu-se que 0s
genotipos de L. alba oriundos da regido Metropolitana do Rio de Janeiro apresentam
variabilidade genética e fitoquimica.

Palavras-chave: Variabilidade genética, Alelos, Polimorfismo, DNA

22



ABSTRACT

In Brazil, occurrence of Lipia alba (Mill) N.E. Brown is widely spread which configure a
high phenotypic variation and the appearance of various chemotypes. Molecular methods
used to determine genetic variability makes possible a higher precision when compared to
morphological methods. In this regard, the objective of this study was to evaluate genetic
variability of different genotypes of L. alba coming from metropolitan region of Rio de
Janeiro. In the experiment, conducted in the Agronomic Institute of UFRRJ, twenty different
genotypes of L. alba were accessed propagation assexuade. Thirteen primers ISSR were used,
resulting 97 amplified bands, which 74 were polymorphic, equivalent to 77.89% of amplified
bands. The dendogram (Neighbon Joining) resulted in five groups, wherein just the genotypes
UFRRJ LAO1 and UFRRJ LAO2 where grouped by geographic region and chemotype. The
lowest similarity (52%) was observed in the group containing access UFRRJ LAO1, UFRRJ
LAO2, UFRRJ LAO3, UFRRJ LA0O4 and UFRRJ LAOQ5. Therefore, confirming genetic
variation between the genotypes, even when they came from the same region. It was
concluded that genotypes of L. alba from metropolitan region of Rio de Janeiro show genetic
and chemical variability.

Key words: Genetic variability, allele, Polymorphism, DNA.
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3.1 INTRODUCAO

A espécie L. alba (Mill) N. E. Brown, conhecida popularmente como erva-cidreira
ou erva-cidreira-brasileira € uma espécie nativa de ocorréncia em todas as regides do pais,
sendo utilizada amplamente como planta medicinal e aromatica. Além de seu uso classico
pela medicina popular no tratamento de doencas gastricas, febre, asma e como tranquilizante,
tem potencial econdmico promissor para industrias farmacéuticas, de aroma e perfumaria
(VAL et al., 2009; JANNUZZI et al., 2011; BOTTIGNON et al., 2011).

Visto que a América do Sul é o maior centro de diversidade genética desta espécie
(RUFINO et al., 2012) e que a Mata Atlantica é um dos biomas de ocorréncia natural, sdo
urgentes os estudos que visem a identificacdo boténica, a caracterizagcdo fitoquimica e
molecular desta planta na natureza (ZUCCHI et al., 2013). O uso de marcadores moleculares
auxiliam na identificacdo de espécies vegetais e na discriminacdo da variabilidade genética
presente, bem como, na conservacao da variabilidade genética das espécies em bancos ativos
de germoplasma (BLANK et al., 2015)

Os estudos que visam a caracterizacdo e conservacao de germoplasma de espécies de
plantas medicinais e aromaticas vém crescendo de forma expressiva frente ao potencial
econdmico dessas espécies. A caracterizacdo de germoplasma € uma importante atividade
para subsidiar a utilizacdo dos recursos naturais, pois possibilita que novos materiais de
interesse sejam incluidos em programas de melhoramento genético e serve como base para o
delineamento de estrategias de conservacdo. Diferentes métodos s@o utilizados na
caracterizacdo de recursos genéticos, entre eles estdo avaliagbes de caracteristicas
morfologicas e moleculares (SOUZA, 2015).

Nos ultimos anos, o uso de marcadores moleculares na avaliacdo da variabilidade
genética tem se tornado uma ferramenta importante para o estudo de populacdes de diversas
espécies, incluindo a espécie L. alba e seus varios quimiotipos (VICCINI et al., 2004;
MANICA-CATTANI et al., 2009; PIERRE et al., 2011; SANTOS et al., 2012; VICCINI et
al., 2014). Dentre os quimiotipos de L. alba mais citados no Brasil estdo citral, citral-mirceno,
citral-limoneno, carvona-limoneno, R-cariofileno e linalol (MATOS, 1996; SILVA et al.
2006; JANNUZZI et al., 2011).

Dentre os muitos tipos de marcadores moleculares existentes, os ISSR (Inter-simple
sequence repeat) apresentam um método baseado nos microssatélites, que ndo necessita do
conhecimento prévio do genoma. Sdo marcadores moleculares dominantes, ou seja, nao
diferenciam os individuos heterozigotos dos homozigotos, no entanto, tem a vantagem de
analisar locos multiplos em uma Unica reacdo (GOULAO & OLIVEIRA, 2001).
Considerando a alta reprodutibilidade e a grande quantidade de locos polimorficos por um
custo relativamente menor que outros marcadores, a utilizacdo de ISSR tem sido cada vez
mais frequente em programas de melhoramento vegetal para selecdo de gendtipos, bem como,
em estudos de diversidade genética, “fingerprinting” e selegao assistida (COSTA, 2010).

Assim sendo, o uso de marcadores moleculares ISSR assume um papel importante na
determinacdo da variabilidade genética em L. alba (PIERRE et al., 2011; SANTOS et al.,
2014), auxiliando inclusive na determinacdo de alelos Uteis e no mapeamento genémico
(SANTOS et al., 2012; ROCHA et al., 2015).

Portanto, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a
variabilidade genética de gendtipos de L. alba (Mill) N. E. Brown oriundos da regido
Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, pelo uso da técnica do ISSR.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Foi utilizado material genético de 20 gendtipos de L. alba mantidos na colegdo de
trabalho do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro —
UFRRJ, sendo as plantas oriundas de trés localidades da Regido Metropolitana do Rio de
Janeiro. A érea experimental esté situada nas coordenadas geogréaficas 22°45' S, 43°41' W e
25 m de altitude. O clima da regido € do tipo Aw, da classificacdo de Kdppen. A identificacdo
das plantas pertencentes a colecdo de trabalho, assim como o local de origem e o respectivo
quimiotipo estdo discriminados na Tabela 5.

Tabela 5. Acessos de L. alba e quimiotipos correspondentes
Acesso Origem* Quimiotipo
UFRRJLA1 Campo Grande - RJ  Citral (neral-geranial)
UFRRJLA2 Campo Grande - RJ  Citral (neral-geranial)
UFRRJ LA3  Campo Grande - RJ Limoneno-carvona

UFRRJLA4  Campo Grande - RJ Linalol
UFRRJ LA5 Seropédica — RJ Citral (neral-geranial)
UFRRJ LAG6 Seropédica — RJ Mirceno-citral
UFRRJ LA7 Queimados — RJ Limoneno-carvona
UFRRJ LA8 Queimados — RJ Limoneno-carvona
UFRRJ LA9 Queimados — RJ Mirceno-citral

UFRRJLA10  Queimados — RJ p-cariofileno-B-Citral
UFRRJ LA11 Queimados — RJ Citral (neral-geranial)
UFRRJ LA12 Queimados — RJ Citral (neral-geranial)
UFRRJ LA13 Queimados — RJ [-cariofileno-B-Mirceno

UFRRJ LA14 Queimados — RJ Mirceno-citral
UFRRJ LA15 Queimados — RJ Citral (neral-geranial)
UFRRJ LA16 Queimados — RJ Mirceno-citral
UFRRJ LA17 Queimados — RJ Mirceno-citral

UFRRJ LA18 Queimados — RJ Citral (neral-geranial)
UFRRJ LA19 Queimados — RJ Citral (neral-geranial)

UFRRJ LA20 Queimados — RJ Citral (neral-geranial)
*Coleta realizada em areas urbanas e periurbanas em ambas os locais

A localizacdo geografica de onde foram coletadas as plantas matrizes que originaram
esta pesquisa esta apresentada na Figura 5.
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Figura 5. Locais de coleta dos genotipos de erva-cidreira-brasileira na regido Metropolitana
do Rio de Janeiro.
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Amostras do tecido vegetal de plantas adultas da espécie L. alba acondicionadas,
previamente em nitrogénio liquido, foram trazidas para o laboratério de Biologia Molecular
do Departamento de Fitotecnia da UFRRJ, para extracdo do DNA genémico. Nesta etapa, foi
seguida a metodologia sugerida por Doely & Doely (1990) com algumas adaptacdes. Para
cada genotipo, 200 a 300 mg de tecido vegetal foram triturados em nitrogénio liquido dentro
de um gral, até que o material apresentasse aspecto de pd. Em seguida, parte do material foi
transferida para um microtubo ao qual foram adicionados 850 pL de solugdo tampéo de
extragdo (CTAB). A mistura foi previamente homogeneizada e incubada em banho-maria a
65°C por tempo minimo de 30 e méaximo de 40 minutos. Durante a incubacgéo os tubos foram
agitados a cada 10 minutos para homogeneizar a suspensao.

Foram feitas duas particdes com solvente organico. Na primeira, foram adicionados
800 uL de cloroférmio alcool isoamilico (24:1), sendo a mistura homogeneizada por agitacdo
por 10 minutos. Em seguida, a emulséo foi centrifugada a 16000 rpm durante 5 minutos, e
posteriormente, o sobrenadante foi transferido para novos tubos. Os tubos receberam 650 pL
de fenol, cloroférmio e alcool isoamilico (24:24:1), sendo novamente centrifugados. Apés a
centrifugacdo, a fase superior do tubo foi transferida para um novo tubo, no qual foi
adicionado 400 a 450 pL de isopropanol frio (-20 °C). Esta mistura foi suavemente
homogeneizada e em seguida, acondicionada no freezer a -20°C por duas horas e meia para
precipitar os acidos nucleicos.

Apos este periodo foi realizada uma nova centrifugagdo 1400 rpm por 10 minutos,
sendo descartado o sobrenadante ao final. Os tubos foram lavados duas vezes, uma com
alcool 70% e outra com alcool 95%. Em seguida os tubos foram colocados para secar por 15
minutos. Apos este periodo o precipitado (pellet) foi ressuspendido em 200 pL de tampéo TE
contendo RNAse na concentracdo de 4 pg.mL™ e incubado a 37°C por 30 minutos para
degradacédo do RNA.

Apos o tratamento com RNAse, foram extraidas amostras de 2 uL do DNA de cada
um dos gendtipos para quantificacdo e avaliagdo da pureza em espectrofotdmetro tipo
nanodrop. Finalmente, uma aliquota foi utilizada conforme concentracdo determinada para
diluicdo em TE 1x, para obter a solucdo de trabalho na concentragdo de 12,5 ng.pL™.

O DNA foi submetido a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) utilizando 13
marcadores de sequéncia simples repetida interna (ISSR). Os produtos de amplificacdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,2%, submetida a uma corrente continua de 75
VV por aproximadamente trés horas e meia, corados com brometo de etidio e
fotodocumentados no sistema Eagle Eye® Il (Stratagene). Foram obtidas 96 bandas, sendo
que destas, 84 foram polimorficas. Cada banda polimorfica foi caracterizada como presente
(1) ou ausente (0) para todos 0s gendtipos, resultando numa matriz de dados binarios.

O dendrograma, representando a similaridade genética entre cada par de gendtipos,
foi confeccionado usando como medida de distancia o coeficiente de Jaccard utilizando-se o
aplicativo computacional Darwin versdo 6.5 (PERRIER et al., 2006) pelo método de
agrupamento Neighbor-Joining (SAITOU et al., 1987).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os 13 marcadores utilizados foram observadas 21 bandas monomérficas e 74
bandas polimorficas, totalizando 95 bandas amplificadas. A quantidade de bandas por primer
variou de 9 ((GA) sC) a 3 ((GA) sYT), com média de 6,78 bandas por primer. Das 95 bandas
amplificadas, 77,89% foram bandas polimoérficas (Tabela 6). Estes resultados corroboram os
de Rocha et al., (2015) que, ao trabalharem com nove marcadores ISSR em 90 acessos de L.
alba, encontraram seis primers polimérficos e o nimero de alelos por loco variou de 1 a 7
alelos.

Tabela 6. Marcadores ISSR utilizados na amplificacgio do DNA de 20 acessos de erva-
cidreira-brasileira (Lippia alba), com suas respectivas sequéncias, temperatura de anelamento
(TA), nimero total de bandas (NTB), nimero de bandas polimdrficas, nimero de bandas
monomorficas e porcentagem de polimorfismo. Seropédica-RJ, 2015.

. A TA Bandas Bandas % de
Primer Sequéncia* o NTB e e . i
(°C) polimérficas  monomorficas  polimorfismo
ISSR 1 (AC) sCT 47 6 3 3 50
ISSR 2 (GAA)sAA 50 9 9 0 100
ISSR 3 (GA) sC 47 9 6 3 66
ISSR 4 C (GA) ; 50 7 3 4 42
ISSR 5 T(GA) s 50 7 5 2 71
ISSR 6 (GA) sC 50 7 5 2 71
ISSR 7 (GA) sYT 47 3 2 1 66
ISSR 8 (GT)sYC 47 9 8 1 88
ISSR 9 TA(CAG), 50 9 8 1 88
ISSR 10 (CA)sAC 40 6 6 0 100
ISSR 11 (CA) 6AG 40 9 7 2 77
ISSR 12 (GAG) 3sGC 40 8 6 2 75
ISSR 13 (GATA) 4 45 6 6 0 100
Total 95 74 21 71

*Y=CouT;eR=Ao0uG.

Os marcadores ISSR utilizados nos vinte acessos de L. alba resultaram em uma
porcentagem de polimorfismo igual a 71%, sugerindo variabilidade genética entre 0s acessos.
Segundo Kernodle et al. (1993), a variacdo no numero de bandas amplificadas por primers ¢é
influenciada por varios fatores, tais como, a estrutura do primer, a temperatura de anelamento
e 0 menor nimero de anelamento no genoma.

O numero de fragmentos polimorficos utilizados nas andlises é bastante variavel
(ESTOPA et al., 2006). Um estudo desenvolvido com gendtipos de L. alba na regido do Sul
do Brasil (MANICA-CATTANI et al., 2009), utilizando seis primers ISSR e quatro primers
RAPD. Foram detectados 120 fragmentos amplificados e 55 fragmentos polimérficos com os
marcadores ISSR representando 82,08% de polimorfismo. Ao selecionar genotipos superiores
de aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi), Souza et al. (2014) usaram dezenove primers
ISSR e obtiveram 104 marcas e 79,92% bandas polimorficas. Ja Shinwari et al. (2010)
encontraram valores de bandas polimoérficas de 47,2% e 27,4% para as espécies Mentha
spicata e Mentha royleana, respectivamente.

Ao avaliar a variabilidade genética entre populacbes de carqueja (AULER, 2004),
evidenciou que 96,7% da variabilidade existente encontra-se distribuida dentro das
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populacgdes, contra apenas 3,3% entre populagdes. Por outro lado, Santos e Corréa (2006),
avaliando 16 individuos de erva-de-santa-maria observaram baixo polimorfismo, permitindo
inferir que essa espécie tenha se disseminado na regido a partir de poucos exemplares ou pode
refletir a natureza pouco polimorfica do grupo.

Do total de primers utilizados nesta pesquisa, 11 primers (78,57%) apresentam
polimorfismo superior a 50% das bandas amplificadas. O primer ISSR 14 (GATA)4
apresentou 6 bandas polimorficas.

No dendrograma (Figura 6), pode-se observar a formacao de cinco grupos. O grupo 1
é composto pelos acessos (UFRRJ LAL17 e LA18), o grupo 2 pelos acessos (UFRRJ LAO4 e
05), o grupo 3 pelos acessos (UFRRJ LAO1 e LA02), o grupo 4 com trés acessos (UFRRJ
LAO03, LAO04 e LAO5) e o grupo 5 com cinco acessos (UFRRJ LAOL, LAO2, LAO3, LAO4 e
LAO5).

No primeiro grupo, verificou-se que, os acessos UFRRJ LA 17 e LA18 apresentaram
maxima similaridade genética, sendo que ambos sdo da mesma regido e possuem quimiotipos
semelhantes, citral e mirceno-citral, respectivamente. O grupo 2 (UFRRJ LAO4 e 05) reuniu
dois acessos de quimiotipos e regides diferentes. O grupo 3 apresentou (UFRRJ LAO1 e
LAQO2) apesar de apresentarem o mesmo quimiotipo do grupo 1, formaram um agrupamento
isolado. Os grupos 4 e 5 foram formados pelo predominio de acessos da mesma regido
(Campo Grande), e por trés quimiotipos distintos (citral, limoneno-carvona e linalol).

"LA15 @ Queimados

LA12 ® Queimados

LA13 A Queimados

"LA16 O Queimados
"LA09 O Queimados

LA11 @ Queimados
‘LA10 A Queimados
"LA19 @ Queimados
LAO7 ® Queimados
100 | LA18 @ Queimados
LA17 O Queimados
LA20 ® Queimados

LAO8 ¢ Queimados

90 "LAOS @ Seropédica
67

"LA04 © Campo Grande
52 LAO3 4 Campo Grande

83 "LLA02 @ Campo Grande

LAO1 @ Campo Grande
LA14 0O Queimados

L 101

"LA06 O Seropédica

Figura 6. Dendrograma obtido pelo método de Neighbon Joining por meio do coeficiente de
similaridade de Jaccard para as amostras dos vinte genétipos de L. alba. Quimiotipos: e citral;
O mirceno-citral; ¢ limoneno-carvona; A B-cariofileno; © linalol.

Apesar de alguns acessos terem sido agrupados a partir da mesma regido geografica,
percebe-se que foram formados subgrupos variando o quimiotipo do acesso. Por meio destes
resultados fica evidente que o uso desses marcadores ndo foi eficiente em separar plantas
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pelos seus quimiotipos havendo a necessidade de aumentar o nimero de individuos analisados
e expandir a coleta para outros municipios do estado do Rio de Janeiro e usar um conjunto de
primers mais amplo selecionando aqueles associados a quimiotipos especificos.
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3.4 CONCLUSOES

Os dados moleculares indicam variacdo genética entre os acessos da colegcdo de
germoplasma de L. alba da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Os marcadores ISSR utilizados ndo foram eficientes para separar 0s acessos de L.
alba avaliados neste estudo pelos seus quimiotipos.

S&0 necessarias coletas de mais material genético, para que se possa concluir com
mais certeza a variagcdo genética desta espécie nesta regido.
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4 CAPITULO Il

PARAMETROS GENETICOS E AVALIACAO AGRONOMICA EM CLONES DE
Lippia alba (Mill) N. E. Brown EM DUAS ESTACOES NO ANO
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RESUMO

A erva-cidreira-brasileira (Lippia alba) € uma planta medicinal e aromatica nativa da América
do Sul, que possui uma ampla plasticidade fenotipica, além de 6leos essenciais com perfis
quimicos diferentes. Em funcdo do potencial produtivo e da variedade de constituintes
quimicos da espécie, existe interesse no melhoramento, para obtencdo de plantas com
producdo estavel em véarios ambientes. A fim de atender este objetivo, a avaliacdo da
variabilidade genética é fundamental para auxiliar nos programas de melhoramento e para a
domesticacdo da espécie. Portanto, este estudo teve por objetivo avaliar a variabilidade
genética de acessos de erva-cidreira-brasileira a partir de caracteres qualitativos e
quantitativos, calculando paré@metros genéticos em duas épocas no ano. O experimento foi
conduzido em blocos ao acaso com 20 tratamentos (clones) e trés repetices, no periodo de
agosto de 2011 a maio de 2014. Os dados foram obtidos em duas colheitas, uma na primavera
de 2013 e outra no verdo de 2014. Foram avaliadas as variaveis qualitativas: coloracdo das
folhas; consisténcia das folhas; coloracdo das sépalas e coloracdo das pétalas; habito de
crescimento e formato da copa. As variaveis quantitativas foram: altura (m); largura da copa
(m); didmetro do caule (cm); nimero de ramos por planta; nimero de entrends por ramo;
namero de folhas por ramo; razdo entre nimero de folhas por nimero de ramos. As variaveis
produtivas: massa fresca de ramos (g); massa fresca de folhas (g); massa seca de ramos (g);
massa seca de folhas (g); massa seca total (g) e produtividade (kg ha™). E finalmente, as
variaveis associadas & producéo de 6leo essencial: o teor (%) e o rendimento (g planta™). Os
coeficientes de determinacdo genotipico da maioria das variaveis apresentaram-se em
patamares aceitaveis, indicando possibilidade de selecdo destas variaveis.

Palavras-chave: interacdo gendtipo x ambiente; herdabilidade; selecdo; germoplasma
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ABSTRACT

The lemongrass-brazilian (Lippia alba) is a native medicinal and aromatic plant from South
America that has wide phenotypic plasticity, as well as essential oils with different chemical
profiles. Due to productive potential and various chemical constituents of the kind, there is
interest in breeding to achieve stable production plants in various environments. In order to
meet this goal, the evaluation of genetic variability is fundamental to assist in breeding
programs and for the domestication of the species. Therefore, this study aimed to evaluate the
genetic variability of lemongrass-brazilian hits from qualitative and quantitative traits,
calculating genetic parameters in two seasons in the year. The experiment was conducted in
randomized blocks with 20 treatments (clones) and three replications, from August 2011 to
May 2014. The data were obtained in two crops, one in spring 2013 and the other in the
summer of 2014 were evaluated qualitative variables: color of the leaves; consistency of
sheets; staining of the staining of sepals and petals; growth habit and crown shape.
Quantitative variables were: height (m); crown width (m); stem diameter (cm); number of
branches per plant; number of internodes per branch; number of leaves per branch; ratio of
number of sheets per number of branches. Production variables: fresh pasta branches (g);
fresh pasta sheets (g); branches dry mass (g); dry weight leaves (g); total dry weight (g) and
productivity (kg ha™). And finally, the variables associated with essential oil production: the
contente (%) and yield essential oil (g plant™). The coefficients of genotypic of most variables
were at acceptable levels, indicating the possibility of selecting these variables.

Key words: genotype x environment interaction; heritability; selection; germplasm
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4.1 INTRODUCAO

A erva-cidreira-brasileira (Lippia alba (Mill) N. E. Brown, Verbenaceae) é uma das
muitas espécies que compde o género Lippia, sendo bastante conhecida da medicina popular
nacional e mais recentemente pela industria de farmacos, cosméticos, perfumaria e produtos
agropecuarios (AMARAL & SANTOS, 2014).

De acordo com a regido no Brasil em que esta espécie ocorre pode ser tratada
também por falsa-melissa, erva cidreira, alecrim-do-campo, etc. A planta é encontrada na
natureza como um subarbusto de morfologia variavel, seus ramos sao finos, esbranquicados,
arqueados, longos e quebradicos. As folhas séo inteiras, opostas, de bordos serreados e apice
agudo, de 3-6 cm de comprimento. Flores azul-arroxeadas e brancas, reunidas em
inflorescéncias axilares capituliformes de eixo curto e tamanho variavel. Os frutos séo drupas
globosas de cor réseo-arroxeada (LORENZI & MATQS, 2002).

Alguns estudos ja foram realizados com L. alba a partir de varidveis qualitativas em
plantas mantidas em banco de germoplasma na UnB, UFC e UFS (CAMELO et al., 2010).
Neste sentido, a caracterizacdo de colecdes de germoplasma pode auxiliar na domesticagédo da
espécie e fornecer informacbes importantes sobre os niveis de variabilidade genética
disponiveis para o melhoramento. Esta caracterizagdo busca compreender a diversidade
genética dos acessos para permitir a sua identificacdo e fomentar a sua utilizacdo em
programas de melhoramento vegetal. Essa etapa € fundamental no manejo e utilizacdo
eficiente do material preservado nas cole¢es (FERREIRA et al., 2007).

A determinacdo de alguns caracteres morfoagronémicos de L. alba foram alvo de
estudos em alguns estados brasileiros, com destaque para Sergipe e o Distrito Federal
(CAMELDO et al., 2011; JANNUZZI et al., 2011). Além destes trabalhos, Yamamoto (2006)
avaliou a interacdo genotipo x ambiente de diferentes quimiotipos e Rufino (2008) estimou
parametros genéticos e selecionou clones de linalol de L. alba, ambos no estado de S&o Paulo.

Ao estudar acessos de manjericdo (Ocimum spp.) Blank et al. (2004), por meio da
caracterizacdo morfoldgica e agronémica constatou a variabilidade genética em 55 acessos. Ja
Arrigoni-Blank et al. (2005) por meio da caracterizagdo morfologica, observou diferencas na
avaliacdo de seis acessos de Hyptis pectinata (L.) Poit (Lamiaceae), para as caracteristicas
altura da planta, didmetro da copa, comprimento de folha e massa seca de folhas e galhos.
Araujo et al., (2014) realizaram estimativas dos parametros genéticos e correlaces entre
caracteres morfoagrondmicos em progénies de Ageratum conyzoides L. Os resultados
evidenciaram a existéncia de variabilidade genética na populacdo para algumas das
caracteristicas avaliadas.

Enquanto, Silva (2013) ao realizar a caracterizacdo agrondmica e divergéncia
genética de acessos de cartamo, observou alta variabilidade genética entre os acessos de
cartamo para todas as caracteristicas estudadas possibilitando promover ganhos genéticos
futuros.

Além da constituicdo genética da espécie e seus varios quimiotipos, estimulos
ambientais podem redirecionar as rotas de biossintese mudando a composicdo quimica,
producdo e atividade bioldgica dos 6leos essenciais nas plantas, tais como, intera¢do planta-
microrganismo, planta-inseto e planta-planta (LINDE et al., 2016). Bem como, os fatores
climaticos (temperatura, intensidade de luz, efeito sazonal, etc.) e edaficos (MORAIS, 2009).
Pesquisas avaliando o efeito da sazonalidade associada a época de colheita na producdo de
fitomassa de L. alba, destacaram que os maiores rendimentos foram obtidos nos cortes
realizados na primavera e no verdo, sendo 0s menores obtidos no corte realizado no inverno
(CASTRO, 2001).
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Apesar da sua ampla distribuicdo no territdrio brasileiro, sdo poucos os estudos
relacionados com a diversidade genética e a interacdo destes gendtipos com o ambiente.
Portanto, o estudo do comportamento fenoldgico de L. alba a partir de diferentes gendtipos é
crucial para auxiliar nos programas de melhoramento desta espécie. Logo, este trabalho teve
por objetivo avaliar caracteres qualitativos e quantitativos de L. alba por meio da
determinacdo de pardmetros genéticos e 0 comportamento agronémico em duas épocas do ano
na regido Metropolitana do Rio de Janeiro.
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4.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na area experimental do Setor de Plantas Medicinais e
Aromaticas do Departamento de Fitotecnia, Instituto de Agronomia da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizada no municipio de Seropédica (22° 45° S; 43° 41°
W), Estado do Rio de Janeiro (RJ), a partir de plantas pertencentes a cole¢do de germoplasma
de L. Alba, deste departamento. A area fica praticamente ao nivel do mar (cerca de 30 m de
altitude) e o solo do local foi classificado como Planossolo Héaplico. Segundo a classificacdo
de Koppen, o clima da regido enquadra-se no tipo Aw, sendo caracterizado pela alternancia
entre a estagdo chuvosa no verdo e seca durante o inverno.

A caracterizacdo fisico-quimica do solo na camada de 0-20 cm de profundidade
indicou os seguintes valores: areia 87%; argila 3% e silte 10%; textura arenosa conforme o
Sistema Brasileira de Ciéncia do Solo; pH 5,7; Ca+Mg (cmol/dm3) 2,1; K (cmol/dm3) 0,09;
Na (cmol/dm?) 0,040; P (ml/L) 38; Al (cmol/dm?) 0,0; CTC (pH 7) 69; CO (%) 1,46.

Foram avaliados 20 clones de L. alba (Tabela 7), obtidos por meio de coletas em
domicilios e propriedades rurais. O delineamento usado foi de blocos ao acaso com vinte
tratamentos e trés repetigdes.

Tabela 7. Identificagdo dos acessos de acordo com a origem.

Origem dos clones

UFRRJ LA1® UFRRJ LA2® UFRRJ LA3® UFRRJ LA4® UFRRJ LA5®
UFRRJ LA6® UFRRJ LA7© UFRRJ LA8Y UFRRJ LA9© UFRRJ LA10©
UFRRJ LA11®  UFRRJLA129  UFRRJLA13®©  UFRRJLA14©  UFRRJLA159
UFRRJLA16®  UFRRJLA179  UFRRJLA18®  UFRRJLA19®  UFRRJLA20®

@Seropédica-RJ; ®’Campo Grande (bairro da cidade do Rio de Janeiro); ©Queimados-RJ

As mudas foram obtidas em agosto de 2011 e transplantadas em janeiro de 2012. O
espacamento adotado foi de 1,0 x 1,5 m, correspondendo a 6.666 plantas por hectare. A
parcela experimental foi composta de cinco plantas, sendo avaliadas as trés plantas centrais. O
manejo da adubacéo iniciou-se no momento do transplantio com a adicdo de 5 g de N-P-K (4-
14-8) na cova, juntamente com 500 g de esterco curtido. A irrigacdo foi feita, exclusivamente,
na fase de pegamento das mudas no campo, contando com auxilio de regadores. O controle de
plantas daninhas foi realizado por meio de capina manual. A colheita foi executada sempre na
parte da manhd e realizada nos ramos a uma altura de 15 cm da base do solo.

As variaveis qualitativas foram avaliadas em todas as colheitas. Foram observadas:
coloracdo das folhas (verde, verde claro e verde escuro); consisténcia das folhas (nota 1 =
maleavel; nota 2 = semiquebradica; nota 3 = quebradica); coloracdo das sépalas (verde e
verde claro) e coloracdo das pétalas (lilas, lilas claro e branca); habito de crescimento [1 =
ereta (nenhum galho tocando o solo), 2 = 25% dos galhos tocando o solo, 3 = 50% dos galhos
tocando o solo, 4 = 75% dos galhos tocando o solo e 5 = decumbente (100% dos galhos
tocando o solo)] e formato da copa (arredondado, irregular, taca). Estas variaveis foram
determinadas conforme metodologia proposta na literatura (CAMELO et al., 2011).

Além das variaveis morfoagronémicas: AL = altura (m); LC = largura da copa (m);
DC = diametro do caule (cm); NR = namero de ramos por planta; NER = nimero de entrends
por ramo; NF = namero de folhas por ramo; NF/NR = razdo entre namero de folhas por
namero de ramos. A altura e a largura da copa das plantas foram determinadas com fita
métrica e o diametro do caule foi determinado com auxilio de paquimetro. J& o comprimento
e a largura das folhas foram medidos com régua milimetrada, desconsiderando o peciolo.
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Apos a colheita da parte aérea os ramos e as folhas foram imediatamente encaminhados para o
Laboratério de Plantas Medicinais e Aromaéticas. As folhas foram separadas dos ramos e
pesadas separadamente em balanca de precisdo, em seguida as folhas e os ramos foram
acondicionados em caixas plasticas para secagem a sombra. Apos a secagem do material a
sombra procedeu-se nova pesagem para determinacdo da massa seca de ramos e folhas. Sendo
assim determinados: MFR = massa fresca de ramos (g); MFF = massa fresca de folhas (g);
MSR = massa seca de ramos (g); MSF = massa seca de folhas (g); MST = massa seca total (g)
e PROD = produtividade (kg ha™).

A extracdo do Oleo essencial foi realizada pelo método de hidrodestilacdo em
aparelho do tipo Clevenger modificado (MATOS, 2000) utilizando-se baldo, com capacidade
de 2 L onde foram colocadas 25 g de folhas secas, acrescidas de 1,0 L de agua destilada por
30 minutos, com trés repeticdes. Em seguida, o hidrolato, aproximadamente 20 mL, foi
submetido a particdo liquido-liquido, em funil de separacgdo, utilizando-se diclorometano.
Depois, a fracdo orgéanica foi seca com Na,SO, anidro, filtrada e concentrada no Evaporador
Rotativo (FISATOM, BR) até o volume aproximado de 2 mL. Em seguida, o restante foi
reduzido no Concentrador TE-019 (TECNAL, BR) até atingir massa estavel, com posterior
pesagem em balanca analitica.

As variaveis associadas ao 0leo essencial obtido foram: o teor do 6leo essencial (%)
ap0s o processo de extracdo e secagem de cada genotipo; e o rendimento de dleo essencial (g
pl™) estimado a partir da relacio entre o teor de 6leo (%) e a massa seca de folha por planta.

A partir dos dados gerados pelas variaveis citadas, anteriormente, foram
determinadas as estimativas de parametros genético-estatisticos baseadas em esperancas
matematicas do quadrado médio das andlises de variancias, num modelo misto com blocos
fixos. As analises de variancia individuais foram efetuadas para cada época, objetivando
avaliar a existéncia de variabilidade genética e estimar os parametros genéticos. Procedeu-se
ainda a analise de variancia conjunta e, na presenca das interacdes significativas, procederam-
se 0s desdobramentos necessarios. As médias foram comparadas pelo teste de agrupamento de
Scott-Knott para avaliar o efeito das estacfes do ano e dos genotipos de L. alba, a 5% de
probabilidade. Todas as analises foram realizadas com a utilizacdo do aplicativo
computacional estatistico “Programa Genes” (CRUZ, 2006).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os vinte gendtipos avaliados de L. alba possuem como caracteristicas qualitativas
predominantes coloragdo da folha verde e textura da folha semiquebradica. A coloragdo da
flor para sépala situa-se no verde e a pétala no lilas claro (Tabela 8). Com relacdo ao habito de
crescimento, as plantas diferiram entre si, sendo a nota 3 = planta com 50% dos galhos
tocando no solo, a predominante. O clone UFRRJ 4 foi o Gnico que apresentou nota 5 = 100%
dos galhos tocando no solo (decumbente), este comportamento implica em dificuldade de
colheita (manual ou mecanica). Com relagdo ao formato da copa a grande maioria dos clones
apresentaram um formato irregular, com excecao para o0s acessos UFRRJ 1, UFRRJ 6, UFRRJ
11 (arredondado) e UFRRJ 2 (taca) (Tabela 8).

Tabela 8. Caracteristicas qualitativas de acessos de L. alba (Mill.) N. E. Br. da colecdo de
germoplasma da UFRRJ.

Coloracdo da Flor

Clone COLF CONF ; ; HC FCOP
Sépala Pétala

UFRRJ LAL verde 2 verde lilas claro 2 Arredondado
UFRRJLA2  verde escuro 2 verde lilas claro 2 Taca
UFRRJ LA3 verde 2 verde lilas 3 Irregular
UFRRJ LA4 verde 2 verde lilas 5 Irregular
UFRRJLAS5  verde escuro 2 verde lilas 3 Irregular
UFRRJ LA6 verde claro 1 verde lilas 3 Arredondado
UFRRJ LAY verde claro 1 verde lilas claro 3 Irregular
UFRRJ LA8 verde 1 verde lilas claro 2 Irregular
UFRRJ LA9  verde escuro 3 verde lilas claro 3 Irregular
UFRRJ LA10  verde claro 2 verde lilas claro 3 Irregular
UFRRJLA11  verde claro 1 verde lilés claro 2 Arredondado
UFRRJ LA12 verde 2 verde lilas claro 2 Irregular
UFRRJ LAL13  verde escuro 2 verde lilas 2 Irregular
UFRRJ LA14  verde claro 1 verde lilas claro 3 Irregular
UFRRJ LA15 verde 1 verde lilas claro 4 Irregular
UFRRJ LAL6 verde 2 verde lilas claro 4 Irregular
UFRRJ LAL7 verde 2 verde lilas claro 4 Irregular
UFRRJ LA18  verde claro 2 verde lilas claro 4 Irregular
UFRRJ LA19 verde 3 verde lilas claro 2 Irregular
UFRRJ LA20 verde 1 verde lilas claro 4 Irregular

COLF = coloragdo da folha; CONF = consisténcia da folha (nota 1 maleavel; nota 2 =
semiquebradica; nota 3 = quebradica); HC = habito de crescimento (nota 1 = planta ereta; nenhum
ramo toca no solo; nota 2 = 25% dos ramos tocam no solo; nota 3 = 50% dos ramos tocam no solo; 4 =
75% dos ramos tocam no solo; 5 = 100% dos ramos tocam no solo) e FCOP = formato da copa.

Em estudo com diferentes acessos de L. alba mantidos em um Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) na UFS, Sdo Cristovado-SE, foi observada semelhancas para as mesmas
caracteristicas, com excecdo para cor de flor branca, que ocorreu, embora em menor
proporcdo (CAMELO, 2011).

A variacdo do habito de crescimento pode ter ocorrido por heranca genética e por
acdo do corte e da rebrota sob acdo dos ventos, que induziram ao arqueamento e quebra das
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hastes finas alterando o padrdo de crescimento das plantas (PEREIRA PINTO et al., 2000;
LORENZI & MATOQOS, 2002). Diferencas morfoldgicas também foram encontradas entre dez
acessos de L. sidoides para as varidveis cor de caule, formato de copa, altura de planta,
comprimento e largura de folha (OLIVEIRA, 2008).

A partir da analise de componentes principais é possivel observar quais variaveis
qualitativas mais influenciaram na composicdo dos grupos de individuos, sendo que as
variaveis coloracdo da folha (COLF) e consisténcia da folha (CONF) formaram grupos
isolados. As variaveis que mais influenciaram na formacdo de um grupo maior de gendtipos
foram formato da copa (FCOP), hébito de crescimento (HC) e coloracdo da pétala (COLPET)
(Figura 7).
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Figura 7. Analise de componentes principais com vinte acessos de Lippia alba com projecéo
dos vetores dos caracteres: COLF (coloracdo da folha); CONF (consisténcia da folha); FCOP
(formato da copa); HC (habito de crescimento) e COLPET (coloracdo da pétala).

Apesar da separacdo dos grupos 0s componentes ndo atingiram 80% da variancia
total, no entanto, foi possivel observar a discriminacdo dos seguintes grupos: GRUPO |
UFRRJ LA6 e UFRRJ LA11, além do GRUPO Il UFRRJ LA3, UFRRJ LA4, UFRRJ LA 5 e
UFRRJ LA 13 e 0 GRUPO Il UFRRJ LA9, UFRRJ LA10, UFRRJ LA7 e UFRRJ LA 14
(Figura 8).
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Figura 8. Analise de divergéncia genética para 20 gendtipos de Lippia alba a partir de
variaveis qualitativas. As distancias genéticas foram obtidas com base em 6 variaveis e
quantificadas atraves da distancia Euclidiana padronizada e o agrupamento foi feito pelo
método UPGMA.

O resumo da andlise de variancia, as médias gerais, o coeficiente de variagdo, além
dos parametros genéticos relativos aos caracteres morfoagrondmicos referentes a 20 acessos
de L. alba, encontram-se nas tabelas 9 e 10. De acordo com o teste F, houve diferenca
significativa entre os acessos avaliados no nivel de 5% para todas as caracteristicas
analisadas, exceto para variavel altura, medida na primavera (Tabela 9).

Tabela 9. Analise de variancia das variaveis morfoagronémicas de diferentes genotipos de L.
alba referente a colheita de primavera, Seropédica-RJ.

Quadrados médios

GL AL LC DC NR NER NF NF/NR
Genotipos 19 0,0597° 0,0201* 0,3077%  17,3276* 1,7922%  1065,597*  55024*
Repeticio 2 04532% 0,0957% 0,7514*  67,9649* 29,7710% 4313,706*  29,7187*
Residuo 38 00387 00161 03353 109123 54541 602,310 4,0685
Maximo 1,92 2,03 6,08 32,00 28,0 250,0 19,74
Minimo 1,03 1,15 1,69 9,67 11,67 55,67 2,28
Média 1,45 1,46 2,91 17,43 19,93 103,51 6,60
CV% 13,45 8,65 19,83 18,94 11,71 23,70 30,51
% 00151 00319  0,2504 99236 22,6549  1437,902  9,9062
o 00128 00053  0,1117 1,8180  3,6374 200,770 1,3561
o’ 00022 00265  0,1387 8,1056 19,0175  1237,132  8,5500
H? (%) 14,88 83,09 55,37 81,67 83,94 86,03 86,30
CVg (%) 3,24 11,07 12,75 14,27 25,01 33,97 44,24
CVg/CVe (%) 0,24 1,28 0,64 1,21 1,32 1,43 1,44

*Significativo a 5%; "™n&o significativo; GL = graus de liberdade; CV (%) = coeficiente de variagio; c*, =
variancia fenotipica; ¢’ = variancia ambiental; c°, = variancia genotipica; H* (%) = coeficiente de determinagio
genotipica; CVg (%) = coeficiente de variagdo genotipico; CVg/CVe (%) = razdo entre coeficiente de variagdo
genético e coeficiente de variagdo ambiental. AL = altura de plantas (m); LC = largura da copa (m); DC =
didmetro do caule (cm); NR = nimero de ramos por planta; NER = nimero de entre n6s por ramo; NF = nimero
de folhas por ramo; NF/NR = raz&o nimero de folhas por nimero de ramos.
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Tabela 10. Anéalise de variancia das variaveis morfoagrondémicas de diferentes gendtipos de
L. alba referente a colheita de verdo, Seropédica-RJ.

Quadrados médios

GL AL LC DC NR NER NF NF/NR
Gendtipos 19 01276 0,7935% 0,6473% 27,554* 78,877* 86,294 0,0198*
Repeticio 2 00794* 04590% 05887 144,200 39,669*  7616,034*  9,730*
Residuo 38 00194 00287 01511 25917 66421 13,3869 0,0579
Maximo 2,45 3,0 5,0 40,0 39,56 255,0 8,82
Minimo 1,56 13 1,9 12,75 18,97 19,89 0,85
Média 2,09 2,28 2,85 2424 31,02 60,68 2,54
CV% 6,64 740 13,62 6,63 8,30 6,02 9,44
o 02648 48,069 0,530 01962 13223  2538,678 3,2433
o 00064 08639 0,095 00503 2,214  4,46233 0,0193
o 00199 47,205 01434 01458 11,009  2534,215 3,2240
H? (%) 7546 9820 9373 7433 83,25 99,82 99,40
CVg (%) 673 2833 16,56 13,38 10,69 82,95 70,45
CVg/CVe (%) 1,01 4,26 2,23 0,98 1,28 13,75 7,46

*Significativo a 5%; "™ndo significativo; GL = graus de liberdade; CV (%) = coeficiente de variacio; cszp =
variancia fenotipica; % = variancia ambiental; czg = variancia genotipica; H? (%) = coeficiente de determinagéo
genatipica; CVg (%) = coeficiente de variacdo genotipico; CVg/CVe (%) = razdo entre coeficiente de variacao
genético e coeficiente de variacdo ambiental. AL = altura de plantas (m); LC = largura da copa (m); DC =
didmetro do caule (cm); NR = nimero de ramos por planta; NER = ndmero de entre n6s por ramo; NF = ndmero
de folhas por ramo; NF/NR = raz&o numero de folhas por nimero de ramos.

Dentre as variaveis morfoagrondmicas avaliadas, houve superioridade nos valores
médios obtidos na primavera para diametro da copa, nimero de folhas e relacdo NF/NR.
Enguanto que o coeficiente de variacdo genotipico foi superior para maioria das variaveis
obtidas na estacdo do verdo, com excecdo para as variaveis numero de ramos (14,27) e
namero de entre nds por ramo (25,01) na estacdo da primavera. Este fato pode ser explicado
pelas altas temperaturas e irregularidade das chuvas (verdo), sendo estas variaveis mais
sensiveis a estas condi¢bes climaticas. Segundo Freitas et al. (2007), quanto maiores 0s
valores de coeficientes de variacdo genética melhores sdo as possibilidades de progressos
genéticos com a selecdo em programas de melhoramento.

O valor H? é o coeficiente de determinacdo do valor do fenétipo pelo valor do
gendtipo e é chamado de herdabilidade no sentido amplo. Ele estabelece o grau de
correspondéncia entre o fendtipo e o genotipo e é um indicador da eficiéncia da selecdo. Neste
trabalho o valor H? calculado é o coeficiente de determinacéo fen6tipo gendtipo, mas ndo é
correto designa-lo de herdabilidade, j& que os gendtipos aqui estudados ndo sao
representativos de uma populacéo.

No entanto ele é um bom indicador do grau de importancia da variacdo genotipica
em relacdo a variacdo total. Assim, pode-se esperar maiores oportunidades de sele¢cdo quando
esses valores forem altos. As variaveis numero de folhas e a relacdo NF/NR apresentaram o0s
maiores valores de H2 nas duas épocas avaliadas, podendo auxiliar seguramente na selecdo de
clones superiores.

Carvalho et al. (2001) argumentam que caracteres com baixa H?, tendem a dificultar
0 processo de selecdo, devido a grande influéncia do ambiente. No entanto, Rufino et al.
(2010) obtiveram parametros genéticos equivalentes aos obtidos neste estudo, mesmo em
progénies derivadas de somente sete clones IAC de quimiotipos linalol.
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As tabelas 11 e 12 apresentam o0 resumo da andlise de varidncia das variaveis
produtivas e os principais parametros genéticos. Os maiores valores de coeficiente de variacao
genotipico para as variaveis produtivas ocorreram na estacdo do verdo. Sendo o maior para
variavel massa fresca das folhas (75,39%) e o menor valor para esta mesma variavel na
estacdo da primavera foi de 24,24%.

Tabela 11. Andlise de variancia das variaveis produtivas de diferentes gendtipos de L. alba
referente a colheita de primavera, Seropédica-RJ.

Quadrados médios

GL MFR MFF MSR MSF MST PROD
Gendtipos 19 9495,34* 27885,54* 1492,29*  328,160*  2890,91* 22337,18*
Repetigdo 2 73739,21* 28153,83* 9338,78*  3075,90* 21372,50* 209353,49*
Residuo 38 20053,18 7119,04 2567,14 10,91 5151,48 45544,37
Méaximo 1103,11 648,89 384,83 230,52 615,40 1901,81
Minimo 193,33 113,67 44,0 31,75 77,60 261,81
Média 550,31 345,40 171,42 91,96 263,39 758,69
CV% 25,73 24,42 29,55 28,12 27,24 28,12
o’ 24579,73 9384,61 3112,92 1025,30 7124,16 69784,49
o 6684,39 2373,01 855,71 223,06 1717,16 15181,45
o’y 17895,34 7011,59 2257,21 802,23 5407,00 54603,04
H (%) 72,80 74,71 72,51 78,24 75,89 78,24
CVg (%) 24,30 24,24 27,71 30,79 27,91 30,79
CVg/CVe (%) 0,9447 0,9924 0,9377 1,094 1,024 1,094

*Significativo a 5%; "™ndo significativo; GL = graus de liberdade; CV (%) = coeficiente de variacio; cszp =
variancia fenotipica; o” = variancia ambiental; czg = variancia genotipica; H? (%) = coeficiente de determinagéo
genotipica; CVg (%) = coeficiente de variacdo genotipico; CVg/CVe (%) = razdo entre coeficiente de variacdo
genetico e coeficiente de variacdo ambiental. MFR = massa fresca de ramos (g); MFF= massa fresca de folhas
(9); MSR = massa seca de ramos (g); MSF = massa seca de folhas (g); MST = massa seca total (g); PROD =
produtividade (kg ha™).

Tabela 22. Analise de variancia das variaveis produtivas de diferentes gendtipos de L. alba
referente a colheita de verdo, Seropédica-RJ.

Quadrados médios

GL MFR MFF MSR MSF MST PROD
Gendtipos 19 43552,53*  342172,72% 30622,92* 549,57*  37402,41%*  3740561*
Repeticio 2 275057,66% 4206687,29% 83740,82* 3568,23*  11313549*  242862,32*
Residuo 38 1397544 36047,27 4360,47 177,03 5140,31 12049,23
Maximo 1602,0 4051,5 890,61 152,01 1022,33 1254,08
Minimo 248,0 44,0 97,7 17,67 130,79 145,78
Média 815,75 1563,88 383,85 72,36 456,21 596,98
CV% 14,49 12,14 17,2 18,38 15,71 18,38
&y 9168588 140222909 2791360 118941 3771183 8954,10
o 4658,48 12015,75 1453,49 59,01 1713,43 4016,41
& 87027,40 139021334  26460,11 113040 3599839  76937,69
H (%) 94,91 99,14 94,79 95,03 95,45 95,03
CVg (%) 36,16 75,39 42,37 46,46 41,58 46,46
CVg/CVe (%) 2,495 6,2102 2,463 2,526 2,64 2,52

*Significativo a 5%; ™ndo significativo; GL = graus de liberdade; CV (%) = coeficiente de variagio; o, =
variancia fenotipica; % = variancia ambiental; ¢*, = variancia genotipica; H* (%) = coeficiente de determinago
genotipica; CVg (%) = coeficiente de variacdo genotipico; CVg/CVe (%) = razdo entre coeficiente de variagdo
genético e coeficiente de variagdo ambiental. MFR = massa fresca de ramos (g); MFF= massa fresca de folhas (g);
MSR = massa seca de ramos (g); MSF = massa seca de folhas (g); MST = massa seca total (g); PROD =
produtividade (kg ha™).
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As caracteristicas apresentadas mostram elevados valores para H?, variando nas duas
épocas de 72% a 78% na primavera e 94% a 99% no verdo, indicando predominancia da
variagdo genotipica sobre a variagdo ambiental, o que é favoravel para a selecdo de clones
superiores (Tabelas 11 e 12).

Quanto as variaveis associados ao 0leo essencial (Tabela 13 e 14), percebe-se que 0
peso (g), o rendimento (%) e a produtividade (kg ha™) podem ser utilizadas como critério de
selecdo de gendtipos superiores. Visto que os valores do coeficiente de variacdo genotipico
foram superiores 41,30% e H? foi alto nas duas épocas avaliadas.

Tabela 33. Andlise de variancia das variaveis teor (%) e rendimento de 6leo essencial (ml
planta™) de diferentes gendtipos de L. alba referente a colheita da primavera, Seropédica-RJ.

Quadrados médios

GL Teor (%) Rendimento (ml planta™)

Genétipos 19 0,001266* 0,02011*
Repeticao 2 0,008101* 0,1295*
Residuo 38 0,001055 0,0168
Maximo 0,2677 1,071
Minimo 0,0298 0,1194
Média 0,92 0,36
CV% 35,26 35,23
o’p 0,0027 0,04317
o’ 0,00035 0,00562
o’ 0,00234 0,03755
H* (%) 86,97 69,01
CVg (%) 52,61 52,58
CVg/CVe (%) 1,49 1,49

*Significativo a 5%; "™ndo significativo; GL = graus de liberdade; CV (%) = coeficiente de variacio; cszp =
variancia fenotipica; % = variancia ambiental; czg = variancia genotipica; H? (%) = coeficiente de determinacéo
genotipica; CVg (%) = coeficiente de variacdo genotipico; CVg/CVe (%) = razdo entre coeficiente de variacdo
genetico e coeficiente de variacdo ambiental.

Tabela 44. Analise de variancia das variaveis teor (%) e rendimento de 6leo essencial (ml
planta™) de diferentes gendtipos de L. alba referente a colheita de ver&o, Seropédica-RJ.

Quadrados médios

GL Teor (%) Rendimento (ml planta™)
Geno6tipos 19 0,00119* 0,0020*
Repetic&o 2 0,01151* 0,1839*
Residuo 38 0,00006 0,0010
Méaximo 0,28 1,12
Minimo 0,059 0,23
Média 0,91 0,45
CV% 6,77 7,11
S’ 0,00383 0,0613
o% 0,00002 0,00035
oy 0,003817 0,06094
H* (%) 99,47 99,42
CVg (%) 53,80 54,08
CVg/CVe (%) 7,94 7,59

*Significativo a 5%; "™ndo significativo; GL = graus de liberdade; CV (%) = coeficiente de variagio; c*, =
variancia fenotipica; ¢’ = variancia ambiental; c°, = variancia genotipica; H* (%) = coeficiente de determinagio
genotipica; CVg (%) = coeficiente de variacdo genotipico; CVg/CVe (%) = razdo entre coeficiente de variacdo
genético e coeficiente de variacdo ambiental.
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Em geral, a maioria das varidveis analisadas apresentaram maiores valores de
coeficiente de variagdo genotipico na época do verdo, demonstrando que as condicGes
climaticas deste periodo influenciam no comportamento das plantas no campo,
proporcionando maior relevancia a variagdo genotipica nessa época.

Segundo Ventrella (2000) os dados de producdo de folhas e de 6leo essencial
indicaram melhor adaptacdo da planta a condigcdes de alta intensidade luminosa. Ja Blank et
al., (2010) ao estudarem diferentes populagdes de manjericdo, afirmam que néo foi detectado
efeito dos diferentes anos agricolas para o teor de linalol no éleo essencial, 0 que pode ser
interessante para manter os niveis de produtividade ao longo dos anos. As demais
caracteristicas avaliadas tiveram influéncia significativa dos anos agricolas.

Com relacdo as variaveis morfoagrondmicas analisadas nas estacGes da primavera e
verdo, observou-se efeito significativo para todas das variaveis (Tabela 15). A variavel altura
de plantas (AL) foi superior para todos os genotipos na primavera. Apesar das plantas
apresentarem maior tamanho na primavera, ndo foi observada diferenga significativa entre as
épocas avaliadas para variavel didmetro do caule (Tabela 15).

Dentre as variaveis analisadas a contribuicdo para aumentar a producdo de fitomassa
estd associada principalmente com nimero de ramos por plantas (NR), com superioridade
para 0s gendtipos UFRRJLAOL, UFRRJLAO2 e UFRRJLA1l (quimiotipo citral) e
UFRRJLAL7 (quimiotipo citral-mirceno) (Tabela 15).

Tabela 15. Valores médios de AL = altura de plantas (cm), NR = namero de ramos, LC =
largura copa (cm) e DC = diametro do caule (cm), em duas esta¢es do ano (PRI = primavera
e VER = verdo). Seropédica —RJ.

~ AL NR LC DC
Genotipos PRI VER PRI VER PRI VER PRI VER

UFRRILAL  194aA 166aB  2388aA 28.23bA 142bB  2.39bA  356bA 323aA
UFRRILA2  186aA 1,62aB  2477aA  27,20bA 146bB  2,60aA  350bA  339aA
UFRRILA3  183aA 157aB  1733cB  29,12bA 120bB  220bA  296bA  293bA
UFRRILAZ  164bA 158aA  1033cA 13,66 dA 120bB  255aA  241bA  239bA
UFRRILA5  196aA 1,63aB  24,66aB 30,00 bA 163aA 1,67cA 309bA  3,05aA
UFRRILA6  177bA 146aB  2333aA  2397cA 150aA  1,75cA 316bA  3,03aA
UFRRILA7  167bA 133bB  1233cA 1526 dA 123bB  1,91cA 268bA 2,60 bA
UFRRILA8  174bA 143bB  1289cB 2321 cA 141bB  259aA  238bA  232bA
UFRRILA9  1,76bA 1,33bB  1367cB  18.40dA 150aB  232bA  310bA  3,03aA
UFRRILAI0  194aA 1,57aB  2244aA 2340 cA 176aB  220bA  291bA  290bA
UFRRILAI1  188aA 144bB  18,66bA  21,65cA 125bB  2,73aA 384aA  352aA
UFRRILA12  174bA 130bB  1300cB  22,21cA 120bB  247bA  244bA  241bA
UFRRILAI3  159bA 1,16bB  20,33bA 22,00 cA 176aB  278aA  276bA  275bA
UFRRILA14 174bA 153aB  20,77bA 24,79 cA 156aB  241bA  275bA  267bA
UFRRILAI5 182aA 144bB  1966bB 3822aB 162aB  291aA  274bA  270bA
UFRRILA16  165bA 136bB  1655cB 28,04 bA 154aB  229bA  2,63bA  258bA
UFRRILAL7  166bA 136bB  1323cA 14,60 dA 134bB  225bA  404aA 398aA
UFRRILAIS  167bA 147aB  1222cA 14,38 dA 140bA 1,38dA  216bA  213bA
UFRRILAI9  186aA 136bB  1455cB 29,26 bA 153aB  230bA  253bA  262bA
UFRRILA20 168bA 123bB  1400cB  37,00aA 172aA  1,94cA 266bA  2,77bA

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas, nas colunas, e maitsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Blank et al. (2004) ao caracterizar acessos de Ocimum sp., observaram altura de
plantas diferentes no anos agricolas, sendo que no ano de 2005/06 as alturas foram maiores,
confirmando que houve influéncia das variagdes ambientais. Dentro dos anos, verificou-se
diferencas entre as populagdes, indicando a presenca de variabilidade entre elas.

As variaveis numero de folhas (NF) e a relagdo numero de folhas por nimero de
ramos (NF/NR) apresentaram os maiores valores médios nas duas épocas avaliadas para 0s
genotipos UFRRJILAO3 e UFRRJLAO8 (limoneno-carvona) (Tabela 16).

Tabela 16. Valores médios de NER (nimero de entre nds por ramo), NF (nimero de folhas),
NF/NR (razdo nimero de folhas por nimero de ramos), em duas estacBes do ano (PRI =
primavera e VER = verdo). Seropédica —RJ.

. NER NF NF/NR
Genotipos
PRI VER PRI VER PRI VER
UFRRJLAL 19,11 bB 31,10 aA 69,22 dA 81,20 bA 2,95cA 2,89 cA
UFRRJLA2 18,66 bB 29,82 bA 75,77 dA 58,20 bA 3,07 cA 2,15cA
UFRRJLA3 25,11 aB 34,40 aA 212,89 aB 249,00 aA 12,28 aA 8,56 aB
UFRRJLA4 13,06 bB 22,66 cA 73,44 dA 26,66 cB 7,12 bA 1,94 cB
UFRRJLA5S 24,11 aB 33,47 aA 113,33 cA 74,33 bB 4,59 cA 2,47 cA
UFRRJLAG6 21,22 bB 26,66 bA 73,22 dA 32,80 bB 3,33cA 1,37cA
UFRRJLA7 19,89 bB 32,93 aA 153,77 bA 72,33 bB 12,35 aA 4,75 bB
UFRRJLA8 25,77 aB 32,66 aA 172,77 bA 126,81 bB 13,56 aA 5,47 bB
UFRRJLA9 20,66 bB 30,90 aA 109,11 cA 47,77 bB 8,17 bA 2,60 cB
UFRRJLA10 19,22 hB 30,44 aA 89,22 dA 41,18 bB 4,22 cA 1,80 cB
UFRRJLA11 16,66 bB 28,29 bA 82,67 dA 43,66 bB 4,51 cA 2,01cB
UFRRJLA12 16,66 bB 37,00 aA 85,44 dA 43,81 bB 6,96 bA 1,99¢cB
UFRRJLA13 24,89 aB 32,89 aA 122,55 bA 54,59 bB 6,18 bA 2,45cB
UFRRJLA14 21,00 bB 32,89 aA 71,66 dA 54,80 bB 3,49 cA 2,21cA
UFRRJLA15 18,33 bB 37,89 aA 87,44 dA 40,83 bB 4,53 cA 1,07 cB
UFRRJLA16 19,11 bB 29,29 bA 95,44 dA 37,25bB 5,93 bA 1,33¢B
UFRRJLAL7 17,66 bB 25,41 cA 71,11 dA 22,66 cB 5,39 cA 1,56 cB
UFRRJLA18 19,55 bB 27,45 bA 87,22 dA 26,36 cB 7,22 bA 1,83¢cB
UFRRJLA19 19,00 bB 33,00 aA 114,77 cA 45,66 bB 8,17 bA 1,57 cB
UFRRJILA20 19,11 bB 33,93 aA 109,11 cA 33,66 bB 8,02 bA 0,91cB

Médias seguidas das mesmas letras minusculas, nas colunas, e maitsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).

Para variavel namero de folhas (NF) apenas o gendtipo UFRRJLAO3 foi inferior na
primavera com 213 folhas, quando comparado ao verdo com 249 folhas. Cabe ainda destacar
que este gendtipo superior aos demais, independente da estacdo do ano.

No verdo, apesar do menor nimero de folhas totais as plantas emitiram maior
namero de folhas jovens independente do quimiotipo. Castro (2001), estudando a producédo de
biomassa, rendimento e composicdo quimica dos 0Oleos essenciais de L. alba em diferentes
épocas do ano, concluiu que folhas em estadio inicial de desenvolvimento produzem mais
6leo quando comparadas com folhas mais velhas.
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Na tabela 17, é possivel observar a producdo média de vinte gendtipos de L. alba a
partir das varidveis massa fresca de ramos (kg pl™) e massa fresca de folhas (kg pl™) na
primavera e no verdao. As producdes de massa fresca foliar foram superiores para maiores dos
gendtipos cultivados no verdo, com excecdo para UFRRJILAO4 (quimiotipo linalol),
UFRRJO06 (Mirceno-citral) e UFRRJILAQO7 (Limoneno-carvona).

Tabela 17. Valores médios de MFR = massa fresca de ramos (kg pl™*) e MFFO = massa
fresca de folhas (kg pl™) em duas estacdes do ano (PRI = primavera e VER = verdo).
Seropédica —RJ.

MFR MFFO
Genotipos
PRI VER PRI VER

UFRRIJLAL 0,607 bB 0,906 cA 0,350 aB 2,904 cA
UFRRJLA2 0,723 aB 1,189 aA 0,457 aB 3,212 bA
UFRRJLA3 0,606 bA 0,890 cA 0,376 aB 2,096 eA
UFRRILA4 0,206 cA 0,357 eA 0,151 aA 0,070 hB
UFRRJLAS 0,925 aB 1,234 aA 0,554 aB 2,511 dA
UFRRILAG 0,742 aA 0,798 cA 0,300 aA 0,090 hB
UFRRJLA7 0,421 cA 0,308 eA 0,227 aA 0,047 hB
UFRRJLA8 0,444 cB 0,794 cA 0,376 aB 1,970 eA
UFRRJLA9 0,420 cA 0,549 dA 0,264 aB 1,051 gA
UFRRILA10 0,737 aA 0,815 cA 0,405 aB 1,430 eA
UFRRILA11 0,563 bB 1,044 bA 0,366 aB 2,636 cA
UFRRJLA12 0,406 cB 0,653 dA 0,193 aB 1,151 gA
UFRRJLA13 0,570 bB 1,292 aA 0,449 aB 3,728 aA
UFRRJLA14 0,518 bB 0,926 cA 0,338 aB 1,894 eA
UFRRJLA15 0,579 bB 1,039 bA 0,350 aB 2,433 dA
UFRRJLAL16 0,536 bA 0,748 cA 0,338 aB 0,099 hA
UFRRJLAL7 0,487 bA 0,494 dA 0,269 aA 0,066 hA
UFRRJLA18 0,387 cA 0,252 eA 0,317 aA 0,052 hA
UFRRJLA19 0,534 bB 0,953 cA 0,469 aB 1,965 eA
UFRRJLA20 0,588 bB 1,065 bA 0,349 aB 1,430 fA

Médias seguidas das mesmas letras minusculas, nas colunas, e mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).

A massa fresca de ramos no verdo foi superior para todos os genotipos, quando
comparado com os valores médios obtidos na primavera para esta variavel. No verdo, 0s
genotipos que apresentaram maior peso de ramos foram UFRRJLAO2 e UFRRJLAOQ5
(quimiotipo citral) e UFRRJLA13 (quimiotipo 3-cariofileno-R-mirceno).

Por outro lado, a variavel massa fresca de folhas revelou o gendtipo UFRRJLA13
superior aos demais (3,728 kg pl™) quando efetuada a colheita no verdo e superior & média
geral dos gen6tipos 1,541 (kg pl™). Sendo a médio geral obtida neste estudo inferior & média
de dezesseis acessos de L. alba cultivados no Distrito Federal (2,045 kg pl™) (JANNUZZI et
al., 2010).

Yamamoto (2006) ao avaliar a matéria fresca de folhas de dez gendtipos de L. alba
cultivados em Monte Alegre do Sul — SP e Pindorama — SP, observou que nao houve
diferenca significativa entre estes genotipos pela andlise de variancia, apesar de as locais
possuirem climas e tipos de solos diferentes.
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J& segundo Ehlert (2003) as maiores produgdes de matéria fresca foliar de L. alba foi
de 3,5 e 4,2 t ha', nos plantios de primavera e verdo, respectivamente, ndo diferindo
estatisticamente entre si. Castro (2001) trabalhando com a mesma espécie em colheitas nas
diferentes épocas do ano, em Sdo Manoel — SP, encontrou as maiores producdes de folhas no
verdo (193,6 g planta®) e na primavera (158,1 g planta™), e menores no outono (136,2 g
planta™) e inverno (100,1 g planta™).

Na tabela 18 é possivel observar efeito significativo para todas as varidveis
produtivas nas estaces da primavera e do verdo, com destaque para a produtividade de
1.427,91 kg ha™ do genétipo UFRRJLAOS (quimiotipo citral) na primavera. Sendo que no
verdo foram superiores aos demais os genotipos UFRRJLAOL, UFRRJLAO2, UFRRJLAO05,
UFRRJLA11 e UFRRJLA15 (quimiotipo citral), e UFRRILA13 (quimiotipo R-cariofileno-i3-
mirceno).

Tabela 18. Valores médios de MSR = massa seca de ramos (kg pl™), MSFO = massa seca de
folhas (kg pI™), MSTPA = massa seca total (kg pl™) e PROD = produtividade (kg ha™), em
duas esta¢Bes do ano (PRI = primavera e VER = verdo). Seropédica —RJ.

MSR MSFO MST PROD
Gendtipos
PRI VER PRI VER PRI VER PRI VER
UFRRJLA1 0,226 aB 0,451cA 0,091 cB 0,125 aA 0,317 bB 0,577 cA 754,12 cB 1.037,02 aA
UFRRILA2 0,231aB 0,550 bA 0,124 bA 0,199 aA 0,355bB 0,606 bA 1.022,99 bA 963,62 aA
UFRRJLA3 0,155 bB 0,451 cA 0,082 cA 0,091 bA 0,241 cB 0,543 cA 712,43 cA 757,32 bA
UFRRJILA4 0,049 bB 0,123 eA 0,038 dA 0,032 cA 0,088 cB 0,155 eA 317,19 dA 265,79 cA
UFRRJLAS 0,311 aB 0,798 aA 0,173 aA 0,114 aB 0,484 aB 0,912 aA 1.427,91 aA 948,64 aB
UFRRJLAG6 0,249aB 0,413 cA 0,132 bA 0,039 cB 0,381aA  0,453cA 1.090,51 bA 328,24 cB
UFRRJLA7 0,148bA 0,141 eA 0,054 dA 0,021 cA 0,202cA 0,163 eA 451,87 dA 179,88 cA
UFRRJLA8 0,154 bB 0,353 cA 0,090 cA 0,072 bA 0,245 cB 0,426 cA 745,34 cA 600,87 bA
UFRRJLA9 0,144bA 0,246 dA 0,055 dA 0,044 cA 0,200cA 0,291 dA 458,78 dA 368,33 cA
UFRRJLA10 0,200aB  0,332dA 0,090 cA 0,084 bA 0,291bA 0,417 cA 745,22 cA 700,01 bA
UFRRJLA11 0,155 bB 0,384 cA 0,072 cA 0,106 aA 0,228 cB 0,490 cA 599,98 cA 874,66 aA
UFRRJLA12 0,119bB 0,253 dA 0,050 dA 0,049 cA 0,169 cB 0,302 dA 412,34 dA 407,47 cA
UFRRJLA13 0,182bB 0,548 bA 0,120 bA 0,120 aA 0,303 bB 0,481 cA 996,55 bA 995,52 aA
UFRRILA14 0,159 bB 0,406 cA 0,082 cA 0,074 bA 0,242 cB 0,699 bA 681,56 cA 618,45 bA
UFRRJLA15 0,178 bB 0,435 cA 0,097 cA 0,103 aA 0,275 bB 0,538 cA 803,43 cA 850,46 aA
UFRRJILA16 0,175 bB 0,480 cA 0,102 cA 0,043 cB 0,277 bB 0,524 cA 845,55 cA 361,76 cB
UFRRJLAL7 0,138bB 0,233 dA 0,076 cA 0,033 ¢cB 0,214cA 0,266 dA 630,77 cA 276,26 cB
UFRRJLA18 0,111 bA 0,166 eA 0,077 cA 0,027 cB 0,189 cA 0,143 eA 642,11 cA 225,88 cB
UFRRJLA19 0,142 bB 0,436 cA 0,124 bA 0,079 bB 0,267 bB 0,516 cA 1.025,72 bA 657,99 bB
UFRRJLA20 0,193aB 0,518 bA 0,097 cA 0,063 cB 0,290 bB 0,582 cA 802,23 cA 521,51 cB

Médias seguidas das mesmas letras minusculas, nas colunas, e maiusculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Com relacdo ao teor e o rendimento de Oleo essencial (Tabela 19) as médias gerais
indicam similaridade entre as estacdes do ano, com exce¢do para alguns gendtipos. Os
genotipos UFRRJLAO3 (limoneno-carvona) e UFRRJLAO4 (linalol) apresentaram os maiores
teores nas duas estaces do ano avaliadas. No entanto, apenas o genotipo UFRRJLAO03
manteve rendimento superior aos demais, isto ocorreu pelo fato deste genoétipo manter um
excelente padréo de producao de massa seca de folhas.

Tabela 19. Valores médios de TE = teor (%) e ROE = rendimento do 6leo essencial (ml pI™),
em duas estacdes do ano (PRI = primavera e VER = verdo). Seropédica —RJ.

TE ROE
Genotipos
PRI VER PRI VER

UFRRJLA1 0,26 dA 0,29 cA 0,24 dA 0,37 cA
UFRRJLA2 0,27 dA 0,29 cA 0,34 cA 0,34 cA
UFRRIJLA3 0,85 aB 1,05 aA 0,74 aB 0,96 aA
UFRRILA4 0,88 aA 0,91 aA 0,34 cA 0,29 cA
UFRRILA5S 0,26 dA 0,37 bA 0,46 bA 0,43 cA
UFRRILAG 0,25 dA 0,38 bA 0,36 cA 0,15dB
UFRRILA7 0,50 cA 0,31¢cB 0,28 cA 0,07 dB
UFRRJLA8 0,65 bB 1,05 aA 0,58 aA 0,77 bA
UFRRJLA9 0,23 dA 0,28 cA 0,12 dA 0,12 dA
UFRRJLA10 0,44 cA 0,44 bA 0,40 bA 0,37 cA
UFRRJLA11 0,31dA 0,47 bA 0,23 dB 0,50 cA
UFRRJLA12 0,19 dA 0,23 cA 0,10 dA 0,14 dA
UFRRJLA13 0,12 dA 0,24 cA 0,15 dA 0,29 cA
UFRRJLA14 0,22 dA 0,29 cA 0,18 dA 0,23 dA
UFRRJLA15 0,33 dA 0,41 bA 0,34 cA 0,43 cA
UFRRJLAL16 0,22 dA 0,36 bA 0,23 dA 0,16 dA
UFRRJLAL7 0,23 dA 0,37 bA 0,17 dA 0,12 dA
UFRRJLA18 0,40 cA 0,47 bA 0,31cA 0,13 dA
UFRRJLA19 0,30 dA 0,42 bA 0,37 cA 0,34 cA
UFRRJLA20 0,40 cA 0,39 bA 0,42 bA 0,24 dA

Médias seguidas das mesmas letras minusculas, nas colunas, e mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).

Os genotipos UFRRJLAO3 (limoneno-carvona) e UFRRJLALL (citral) apresentaram
menores médias de rendimento de 6leo essencial na primavera e maiores no verdo. Enquanto
0s gendtipos UFRRJLAO6 (micerno-citral) e UFRRJILAOQ7 (limoneno-carvona) o rendimento
médio de dleo essencial ocorreu na primavera e 0 contrario no verao.
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4.4 CONCLUSOES

H& uma grande variabilidade genética entre 0s acessos para as caracteristicas
qualitativas, evidenciada pela diversidade de formas observada e entre os caracteres
morfoagrondmicos e produtivos, evidenciada pelos valores elevados do coeficiente de
determinagdo (H?), e da relacdo CVg/CVe. Indicando haver oportunidade de selecdo de
plantas com boas condi¢Oes de cultivo entre os clones estudados.
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