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RESUMO GERAL

SOARES, Carlos Henrigue Nascimento. Estudo e selecdo de gendtipos de erva-cidreira
brasileira (Lippia alba) com base na producdo, estabilidade e qualidade do éleo
essencial. 2017. 66p, Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia, Producdo Vegetal). Instituto de
Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2017.

A erva-cidreira brasileira (Lippia alba) é uma espécie com potencial de producéo de diversos
principios ativos em seu 6leo essencial, utilizada para fins medicinais no Brasil. A selecéo
de genotipos com elevada producdo de 6leo essencial e estabilidade, tanto quantitativa
quanto qualitativamente ao longo do ano, é crucial para se definir cultivares comerciais para
a espécie. O presente trabalho teve por objetivo avaliar e selecionar genotipos de erva-
cidreira brasileira, de quimidtipo citral, com base em suas caracteristicas relacionadas a
producdo e a estabilidade de dleo essencial. O trabalho foi realizado em duas etapas. Na
primeira etapa, buscou-se conhecer as caracteristicas morfologicas e as relacionadas a
producdo dos gendtipos. Para tal, nove genotipos de erva-cidreira brasileira foram
organizados em delineamento de blocos casualizados em agosto de 2015 e avaliados em duas
épocas distintas. As avaliacGes ocorreram em fevereiro e agosto de 2016. Foram mensuradas
13 variaveis morfolégicas e de producdo, os dados foram submetidos a ANOVA e teste de
média. Estimaram-se também parametros genéticos e coeficientes de correlacdo entre as
variaveis. Na segunda etapa do trabalho buscou-se conhecer a estabilidade quimica do 6leo
essencial dos mesmos gendtipos de erva-cidreira brasileira avaliados em duas épocas
diferentes. Para tal, o dleo essencial de oito gen6tipos, obtido também em fevereiro e agosto
de 2016, foi quantificado e caracterizado por CG/DIC. Os metabdlitos foram submetidos ao
teste t para comparacdo entre as épocas de avaliacdo. Os resultados obtidos nas duas etapas
destacaram um genétipo (UFRRJ ECBO005) como o mais produtivo e com maior estabilidade
quimica entre as duas épocas de avaliacdo, podendo produzir, em média, 0,31g de dleo
essencial por planta, em cada coleta. O citral compés, em média, 70,15% do 6leo essencial
desse genotipo, 0 que ndo variou estatisticamente entre as épocas. A primeira fase do
trabalho também indicou que a influéncia genética prevaleceu no rendimento de 6leo
essencial dos gendtipos (H? = 96,33%), enquanto que quanto a biomassa foi mais
influenciada pelo ambiente. Além do rendimento, os gendtipos também se diferiram quanto
a producdo de oleo, diametro de ramo principal e tamanho de folha. O rendimento de 6leo
essencial, no geral, caiu em agosto (inverno) em relacdo a fevereiro (verdo). Na segunda
etapa do trabalho observou-se que o citral ndo variou entre as épocas para nenhum dos oito
gendtipos. Todos os gendtipos apresentaram o citral constituindo acima de 65% do seu 6leo
essencial, ocorrendo diferenca estatistica entre eles. A porcentagem de citral no 6leo
essencial foi moderadamente influenciada pelo genétipo das plantas (H2 = 61,84%). No
geral, observou-se baixa diversidade quimica entre os genétipos avaliados.

Palavras-chave: Lippia alba, pardmetros genéticos, interacdo genotipo versus época.



ABSTRACT

SOARES, Carlos Henrique Nascimento. Introduction and selection of bushy matgrass
genotypes (Lippia alba) based on production, stability and quality of essential oil. 2017.
66p, Dissertation (Masters in Plant Science, Plant Production). Instituto de Agronomia,
Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.
2017.

The bushy matgrass (Lippia alba) is a species with potential to produce several compounds
in essential oil, used for medicinal purposes in Brazil. Selection of genotypes with high oil
yield and stability, both quantitatively and qualitatively throughout the year, is crucial to
define commercial cultivars for the species. The present work had the objective of evaluate
and select bushy matgrass genotypes, based on their characteristics related to production
and stability of essential oil. The research was carried out in two stages. In the first stage,
the morphological characteristics and the characteristics related to production were studied.
For this purpose, nine genotypes of bushy matgrass were organized in a randomized
ramdomized blocks design in August 2015 and evaluated in two different periods. The
evaluations occurred in February and August of 2016. Was measured 13 morphological and
production characteristics, the data were submitted to ANOVA and mean test. Genetic
parameters and correlation coefficients between the variables were also estimated. In the
second stage of the research was attempted to know the chemical stability of essential oil of
the same genotypes of bushy matgrass, evaluated at two different periods. For this, the
essential oil of 8 genotypes, obtained also in February and August of 2016, was quantified
and characterized by GC/FID. The metabolites were submitted to the t-test for compare the
periods of evaluation. The results obtained in the two stages pointed a genotype (UFRRJ
ECBO005) as the most productive and with greater chemical stability between the two
evaluation periods, producing an average of 0.31g of essential oil per plant, in each
gathering. The citral composed an average of 70.15% of the essential oil of this genotype,
which did not vary statistically between the periods. The first stage of the the research also
indicated that the genetic influence prevailed on the essential oil yield of the genotypes (H?
= 96.33%), while the biomass was more influenced by the environment. Besides the yield,
the genotypes also differed for oil production, main branch diameter and leaf size. The yield
of essential oil in general fell in August (winter) in relation to February (summer). In the
second stage of the research showed that the citral did not vary between the periods for any
of the eight genotypes. All genotypes presented citral constituting over 65% of their essential
oil, occurring statistical difference between them. The percentage of citral in the essential oil
was moderately influenced by the plant genotype (H? = 61.84%). In general, low chemical
diversity was observed among the evaluated genotypes.

Keywords: Lippia alba, genetic parameters, genotype versus environment interaction.



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

ALT Altura de planta

CV(%) Coeficiente de variacao
CVg(%) Coeficiente de variagao genético
\Y; indice de variagéo

BFP Biomassa fresca ()

BSP Biomassa seca (g)

CFO Comprimento de folha

COP Diametro de copa

DRP Diametro de ramo principal

EQG(%) Estabilidade quimica do gendtipo

H?2 Coeficiente de determinagdo genotipico
LFO Largura de folha

NR10 Namero de ramos a 10 cm de altura
NR50 Namero de ramos a 50cm de altura
NRB NUmero de ramos na base

NS N&o héa diferenca estatistica significativa
PRO Producdo de 6leo essencial (g)

RCL CFO/LFO.

REN Rendimento de 6leo essencial (%)
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1 INTRODUCAO

A erva-cidreira brasileira (Lippia alba (Mill.) N. E. Brown) é uma espécie
pertencente a familia das Verbenaceas sendo amplamente distribuida na América do Sul e
Central (EHLERT, 2003). A espécie é popularmente conhecida como: erva-cidreira
brasileira, erva-cidreira-do-campo, falsa-melissa, alecrim-do-campo, alecrim-selvagem,
cidreira-brava, entre outros, de acordo com a regido onde é encontrada (BARBOSA et al.,
2006). A erva-cidreira brasileira se caracteriza como um arbusto que pode alcancar até 2
metros de altura, apresenta muitas ramificac@es de hastes quebradicas e por vezes pendentes,
de coloracdo marrom ou esverdeada (CAMELO et al., 2011; HARUCHI & DE
CARVALHO, 2010; MAMUN-OR-RASHID et al., 2013). As folhas apresentam, em média,
8 cm de comprimento, e sdo inteiras, opostas, de bordos serreados e apice agudo, sendo
revestidas por tricomas (CASTRO et al., 2002; SANTOS et al., 2004).

As Inflorescéncias da erva-cidreira brasileira sdo capituliformes de eixo curto,
apresentando coloracdo arroxeada, suas flores séo hermafroditas sendo que a planta pode
apresentar diversos niveis de ploidia, tal como diploide (2n = 30), tetraploide (4n = 60), e
mixoploide (2n variando entre 12 - 60), 0 que esta correlacionado com o quimiotipo (PIERRI
etal, 2011). A erva-cidreira brasileira ¢ amplamente utilizada na medicina popular brasileira
pois suas folhas possuem propriedades medicinais e sdo recomendadas para o tratamento de
problemas de salide como hipertensdo, colica estomacal, gripe e como calmante pela
medicina popular (OLIVEIRA & MENINI NETO, 2012; VASQUEZ et al., 2014), além de
possuir propriedades aromaticas (MAYNARD, 2011), sendo utilizadas as suas folhas na
forma de chas, infusao, tinturas e por inalacao.

Devido a diversidade de quimdtipos que podem ser encontrados na espécie, o 6leo
essencial presente principalmente nas folhas pode ser aproveitado por diversos ramos
industriais, sendo alguns deles a perfumaria, a industria de defensivos, de solventes e de
aromatizantes. O 6leo essencial da erva-cidreira brasileira € principalmente encontrado nos
parénquimas palicadico e lacunoso do mesofilo foliar (PENUELA, 2010, TAVARES et al.,
2011). A espécie tem como alguns dos seus componentes quimicos majoritarios mais
comuns o citral, limoneno, cineol, linalol, carvona, mirceno e 3-cariofileno (BARROS et al.,
2009; JANNUZZI et al., 2011). Segundo Ehlert (2003), a producdo do 6leo essencial,



produto originado do metabolismo secundario, depende essencialmente de trés fatores:
producéo de biomassa, rendimento de 6leo essencial e composicdo do 6leo.

Em plantas medicinais no geral, ndo se deve priorizar apenas a producao
quantitativa de biomassa, deve-se também levar em consideracdo o rendimento e a riqueza
dos principios ativos contidos no 6leo essencial (STEFANINI et al., 2002), posto que o valor
comercial das plantas medicinais e seus produtos é determinado por sua qualidade
(SCHEFFER et al.,, 1991). Dessa forma, diversos aspectos devem ser levados em
consideracdo na producdo da erva-cidreira brasileira. Em programas de melhoramento de
plantas medicinais, € necessaria a selecdo de gendtipos com estabilidade na producdo de
principios ativos e com elevado rendimento de 6leo essencial durante o ano.

Apesar do potencial para produzir diversos principios ativos em varios
quimidtipos, cultivares comerciais de erva-cidreira brasileira ainda nao estdo disponiveis.
Entre as dificuldades de se estabelecer cultivares comerciais de erva-cidreira brasileira esta
a falta de estabilidade quantitativa e qualitativa na producdo do 6leo essencial, posto que, a
qualidade e gquantidade do 6leo essencial, além de serem determinadas pelo gendtipo da
planta, também sdo influenciados por fatores ambientais bidticos e abiodticos (GOBBO-
NETO & LOPES, 2007; MORAIS, 2009). Alguns dos fatores ambientais que influenciam a
sintese de volateis nas plantas podem variar muito ao longo do ano, como a temperatura,
precipitagdo pluviométrica, umidade e a intensidade luminosa (MORAIS, 2009). Diversos
trabalhos com erva-cidreira brasileira demonstraram que a espécie apresenta tendéncias de
variacdo no rendimento e na qualidade do 6leo essencial de acordo com a época de colheita
(BARROS et al., 2009; CASTRO et al., 2002; TAVARES et al., 2005).

A instabilidade na composi¢do quimica dos 6leos essenciais resulta em dificuldades
na implantacdo de agroindustrias e lavouras, tornando tal caracteristica um desafio a ser
vencido por melhoristas para tornar a espécie interessante para o cultivo (YAMAMOTO,
2006). A previsibilidade de producgdo é um aspecto importante a ser alcancado em espécies
vegetais potencialmente (teis para a agricultura comercial. Para que um genétipo de erva-
cidreira brasileira se mostre promissor para producdo de 6leo essencial ele deve apresentar
estabilidade de rendimento de 6leo essencial nas colheitas realizadas ao longo do ano
(BOTTIGNON, 2009), além de apresentar elevada producdo de biomassa. Nesse sentido é
necessario conhecer o potencial de producdo que pode ser encontrado na espécie, e, dessa

forma, realizar a selecdo de gendtipos promissores.



O presente trabalho tem por objetivo selecionar gendtipos de erva cidreira com
producdo e qualidade estavel e satisfatoria ao longo do ano no municipio de Seropédica, RJ.
Para tal foi realizado um experimento com 9 gen6tipos de erva cidreira quimidtipo citral,
avaliados em duas épocas do ano, fevereiro (representando o verao) e agosto (representando
o0 inverno) onde foi possivel avaliar e quantificar a variabilidade genética presente num
mesmo quimiotipo da espécie. O trabalho foi dividido em duas etapas, a primeira consistiu
na caracterizacdo morfologica e produtiva dos genotipos, onde foi realizada a fenotipagem
e a quantificacdo da producdo de 6leo essencial dos genoétipos. Estimou-se, também na
primeira etapa, os parametros genéticos para todas as variaveis fenotipicas e de producéo
avaliadas, o que permitiu a comparacgdo dos gendtipos quanto a sua capacidade de producao
de 6leo essencial. Na segunda etapa foi realizada a caracterizacdo quimica do 6leo essencial
para as duas épocas de avaliacdo, e, dessa forma, foram analisadas as diferencas
significativas encontradas entre as duas épocas, 0 que permitiu a comparacdo dos genoétipos
quanto a sua estabilidade qualitativa. Dessa forma, pretendeu-se conhecer o potencial
produtivo e a estabilidade do perfil desses genotipos criando bases para producédo e para

programas de melhoramento na espécie.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas Gerais e Aspectos Agrondmicos em Erva-Cidreira Brasileira

A erva-cidreira brasileira (Lippia alba (Mill) N.E. Brown) é um arbusto semi-perene
pertencente a familia das verbenéceas, sendo reconhecida pela sua utilizacdo na medicina
popular e pela capacidade de producdo de varios tipos quimicos de Oleos essenciais
(PASCUAL et al., 2001). Tal espécie possui diferentes nomes populares de acordo com a
regido, sendo alguns deles erva-cidreira brasileira, falsa melissa, alecrim do campo, alecrim
selvagem e cidreira brava (BARBOSA et al., 2006).A erva-cidreira brasileira esta presente
em basicamente todo o territério nacional, sendo utilizada pela populacdo na forma de chas,
infusBes ou tinturas, pois possui propriedades calmantes, anti-espasmaodicas, anti-
inflamatorias e analgésicas (MAMUN-OR-RASHID et al., 2013; PASCUAL et al., 2001;
TAVARES et al., 2003;)

A erva-cidreira brasileira apresenta tamanho variando entre 1 a 2m de altura, sendo
muito ramificada (CASTRO, 2001) (Figura 1). O caule é pouco lenhoso e apresenta cor
castanho clara sendo seus ramos finos e quebradicos, as brotagdes novas eretas tendem a
ficar arqueadas com o crescimento, até que, chegando a o solo, podem enraizar e formar
novas arbustos (BOTTIGNON, 2009).

As folhas de erva-cidreira brasileira podem medir entre 4 a 10 cm de comprimento
(CAMELDO et al., 2011) e o seu tamanho pode estar relacionado com o rendimento de 6leo
essencial e os principios ativos produzidos pela espécie (JANNUZZI et al., 2010). Estas
possuem formato peciolado e margem serreada, com, geralmente, duas folhas opostas por
no, sendo revestidas por tricomas (CASTRO, 2001). O 6leo essencial da cultura é encontrado
principalmente nas folhas, nas células do parénquima palicadico e lacunoso. (JANNUZZI et
al., 2011; YAMAMOTO, 2006). As flores da espécie sdo hermafroditas de cor azul
arroxeada e dispostas em inflorescéncias axilares capituliformes de eixo curto e tamanho
varidvel. As inflorescéncias apresentam um pequeno disco central de flores ainda nédo
desenvolvidas rodeado por entre trés a cinco flores liguladas (MATQOS, 1998). As sementes
da erva-cidreira brasileira, que s@o drupas globosas, podem apresentar dorméncia e baixa
taxa de germinacdo (YAMAMOTO, 2006).

Uma das caracteristicas que torna a espécie Lipia alba promissora para diversos

ramos industriais é a diversidade de principios ativos que podem ser obtidos no seu 6leo
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Figura 1. Plantas de erva-cidrera brasileira em crescimento vegetativo.

essencial (YAMAMOTO, 2006). Essa diversidade na composic¢ao quimica do 6leo essencial
da espécie pode apresentar variacdo quantitativa e qualitativa e esta relacionada a fatores
genéticos e ambientais (BOTTINGNON, 2009). Tal diversidade permite o agrupamento em
tipos quimicos dentro da espécie com base nos compostos majoritariamente presentes no
6leo essencial, definindo os diferentes quimi6tipos que podem ser encontrados na espécie
(TAVARES et al., 2005). Os quimidtipos, além de se diferirem na composi¢do do 6leo
essencial, também podem apresentar diferentes caracteristicas morfolégicas (BOTTIGNON,
2009).

Entre os quimi6tipos de erva-cidreira brasileira mais comuns podem ser encontrados
o linalol, limoneno, citral (geranial e neral), germacreno, B-cariofileno e o mirceno
(BARBOSA et al., 2006; HENNEBELLE et al., 2006; JANNUZZI et al., 2011) (Figura 2).
A composic¢do quimica do oleo essencial da espécie é diretamente afetada por diversos
fatores ambientais como temperatura, intensidade luminosa, precipitacdo pluviométrica,
estresses, horario de coleta e nutricdo do solo (CASTRO et al., 2002; EHLERT, 2003;
EHLERT etal., 2013; TAVARES et al., 2005).

Yamamoto (2006) afirma que o potencial industrial da erva-cidreira brasileira
também esta associado a rapidez de colonizagdo pela propagacdo vegetativa, pelo vigor, e
por vegetar boa parte do ano. A espécie também apresenta adaptacdo para varios ambientes



Figura 2. Ramos de erva-cidreira brasileira de quimi6tipo citral com inflorescéncias.

(plasticidade fenotipica) devido as alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas (PENUELA,
2010). A capacidade de brotacdo da erva-cidreira brasileira permite que seja realizada
diversas colheitas de biomassa ao longo do ano (BARROS et al., 2009; CASTRO et al.,
2002; TAVARES et al.,, 2005). A biomassa utilizada para extracdo do 6leo essencial
normalmente é seca, e o0 rendimento de 6leo essencial pode variar consideravelmente,
podendo ser encontrados valores normalmente variando entre 0,1 a 1% (TAVARES et al.,
2005; YAMAMOTO et al., 2008).

Santos & Innecco (2004), ao realizarem um estudo das caracteristicas agronémicas
da erva-cidreira brasileira, concluiram que a adubacao ndo influenciou significativamente a
producédo de biomassa e o rendimento de éleo essencial, no entanto, Ming (1992), verificou
um aumento na producdo de biomassa e uma queda no rendimento de 6leo essencial a partir
de adubacdo organica na espécie. Ventrella (2000) estudando a relagdo entre a maturagdo
das folhas e o seu rendimento constatou que folhas mais jovens de erva-cidreira brasileira
produzem mais 6leo do que folhas mais velhas.

A erva-cidreira brasileira, por ndo ser uma espécie domesticada (BOTTINGNON,
2009; RUFINO, 2010) ndo possui referéncias muito bem definidas para caracteres como

espacamento de cultivo e recomendacdes de adubacdo. Pefiuela (2010) utilizou espagcamento



de 1,00 x 1,00 e estimou obter 945 Kg. ha™* de massa seca. Jannuzzi et al. (2010) utilizaram
espacamento de 4,00 x 4,00m e, apesar de suas plantas produzirem, em média, mais
biomassa seca que as plantas utilizadas por Pefiuela (2010), a producdo de biomassa seca
estimada ficou em 562 Kg. ha, por conta do espacamento utilizado. Quanto & producao de
6leo essencial, Ehlert et al. (2013) obtiveram estimativa de produzir 2,86 L.ha? de 6leo

essencial trabalhando com erva-cidreira brasileira de quimiotipo limoneno-carvona.

2.2 Centros de Diversidade e Distribuicao

A familia Verbenaceae esta incluida no clado Asteridae e ordem Lamiales, sendo
constituida por 36 géneros e 480 espécies de distribui¢do neotroprical, onde o Brasil retine a
maior riqueza da familia, com 16 géneros e 290 espécies, sendo 191 endémicas
(SALIMENA & MULGURA, 2015). Diversos géneros dentro da familia tém se destacado
por suas fungdes medicinais e ornamentais, sendo alguns deles Aloysia, Lantana e
principalmente o género Lippia com 88 espécies na flora brasileira, sendo 68 endémicas.
Lantana e Lippia pertencem a tribo Lantaneae Endl., que inclui cerca de 80% das
Verbenaceae (SALIMENA & MULGURA, 2015).

O género Lippia L. relne aproximadamente 254 taxa, incluindo espécies e
variedades, a maioria concentrada no Brasil, Paraguai e Argentina, havendo poucas espécies
endémicas na Africa. No Brasil, os principais centros de diversidade especificos desse
género estdo localizados na Cadeia do Espinhaco, em Minas Gerais, e na Chapada
Diamantina, na Bahia (PIMENTA et al., 2007). Quanto a espécie erva-cidreira brasileira
(Lippia alba), além de ser encontrada nas Américas do Sul e Central, também pode estar
presente no sul dos Estados Unidos, na india e na Australia e na Africa (MAMUN-OR-
RASHID et al., 2013). Rufino (2010) declara a erva-cidreira brasileira como uma espécie
normalmente em solos arenosos e nas margens de corpos de agua, em regides de clima

tropical, subtropical e temperado.

2.3 Importéncia Econdmica

O potencial econdémico da erva-cidreira brasileira gira em torno do seu 0leo essencial.
A erva-cidreira brasileira apresenta capacidade de producdo de diferentes compostos
quimicos em elevada concentragdo, devido a diversidade de quimiotipos que podem ser

encontrados na espécie. Esses quimidtipos podem ter interesses industriais muito diferentes.



A producdo comercial do 6leo essencial basicamente depende de trés fatores: da produgédo
de biomassa, do rendimento de 6leo e da sua composi¢do quimica, os quais sdo relatados na
literatura como caracteristicas bastante variaveis (YAMAMOTO, 2006). Os 0leos essenciais
sdo normalmente obtidos a partir das partes ndo lenhosas de plantas, particularmente da
folhagem, através de métodos de extracdo como arraste a vapor ou hidrodestilacéo.

A composigdo quimica dos 6leos essenciais € uma mistura complexa composta
principalmente por terpendides, podendo ser monoterpenos (Cio) e sesquiterpenos (Cis), que
determinam o aroma e 0 odor caracteristico da planta, bem como as estruturas fisicas do
6leo. Em sua composicdo os 6leos essenciais podem apresentar também uma variedade de
fendis, 6xidos aromaticos, éteres, alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas (BATISH, 2008;
CRAVEIRO et a.,1993). Os 6leos essenciais constituem um dos grupos de matéria prima
mais importantes para as industrias de perfumaria, alimenticia e farmacéutica, sendo, porém,
pobremente explorados no Brasil quanto a sua diversidade (BATISH, 2008; JUNIOR &
PASTORE, 2007). Apesar do Brasil estar entre os quatro maiores exportadores de 6leo
essencial do mundo, ele se destaca somente na exportacdo de 6leo essencial de citros (B1ZZO
et al., 2009).

Nos Ultimos anos, a producdo biotecnoldgica de compostos arométicos tem se
desenvolvido pela crescente demanda do mercado por produtos rotulados como naturais. O
emprego medicinal das plantas também pode ser explorado, posto que a eficacia medicinal
de algumas espécies estd comprovada (EHLERT, 2003, MAMUN-OR-RASHID et al.,
2013). Estudos sobre a utilizacao fitoterapica de plantas medicinais no Brasil sdo favorecidos
pela ampla biodiversidade existente, e pelo pouco conhecimento cientifico sobre tal
biodiversidade (EHLERT, 2003).

Os quimidtipos encontrados na erva-cidreira brasileira podem ser explorados por
diversos ramos industria. Os principios ativos presentes em quantidades majoritarias no 6leo
essencial da espécie podem ser muito distintos quanto a sua atividade bioldgica e
caracteristicas quimicas. O limoneno, principio ativo majoritario encontrado em diversos
gendtipos de erva-cidreira brasileira (BLANK et al., 2015; JANNUZZI et al., 2010; MESA-
ARANGO et al., 2009), é um terpeno ciclico que pode ser usado como matéria prima na
perfumaria, na reconstituicdo de aromas e em produtos domésticos, por conta do seu aroma
citrico agradavel. O limoneno também pode ser usado na producgédo de alcoois e cetonas
terpénicos (BERTOLLINI, 1999), como desengordurante, aromatizante, bactericida e

antifangico (ESPINA et al., 2013). O limoneno estd normalmente presente em elevada



concentragdo no 6leo essencial de citricos, podendo compor até 90% do dleo essencial destes
(BERTOLINI, 1999)

O linalol é um monoterpeno aciclico que € considerado uma das substancias mais
importantes na industria farmacéutica e de cosméticos, sendo utilizado como fixador de
fragréncias. Aproximadamente 70 % dos compostos produzidos pelas industrias
farmacéuticas contém linalol em sua formula, sendo que os produtos e perfumes mais
refinados utilizam somente o linalol natural (CAMARGO et al., 2015). O linalol também é
um dos terpenos mais utilizados como agente flavorizante (BERTOLINI, 1999). Jannuzzi et
al. (2010) encontraram um genotipo de erva-cidreira brasileira cujo O6leo essencial
apresentou 89% de sua composic¢ao sendo linalol.

O Citral ¢ classificado como terpeno aciclico levemente amarelado, apresenta dois
isbmeros, o geranial (E-citral) e o neral (Z-citral) (Figura 3), sendo que, ao se avaliar o 6leo
essencial de plantas medicinais, esses dois constituintes sdo somados para se obter a
porcentagem total de citral. O geranial, constituinte do citral normalmente encontrado em
maior concentracao é responsavel pelo odor citrico do principio ativo. O neral é responsavel
pelo odor adocicado do principio ativo e, geralmente, representa menor parcela na
composi¢do do citral. O principio ativo citral, quanto isolado, é utilizado pela industria
alimenticia na obtencgdo de agentes flavorizantes e como matéria prima de outros terpenoides
(como mentol e iononas) e de vitamina A (BERTOLINI, 1999). Algumas propriedades
bactericidas e fungicidas do citral também ja foram demonstradas (FAN et al., 2013;
ONAWUNMI, 1989). O citral geralmente é associado as propriedades tranquilizantes das
plantas de onde é extraido (BERTOLINI, 1999).
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Figura 3. Moléculas de geranial e neral, isdmeros que constituem o principio ativo citral.



2.4. Melhoramento Genético
2.4.1. Aspectos gerais

Segundo Cruz et al. (2006), o objetivo de qualquer programa de melhoramento
genético é aumentar ou diminuir a média de uma populacdo para um carater de interesse,
identificando, acumulando e perpetuando genes favoraveis, o que pode ser generalizado pela
equacao:

us = p0 + GS

Sendo ps a média da populagdo melhorada, p0 a média da populagdao normal e GS o
ganho por sele¢do. Logo, para que a média da populacdo melhorada se apresente superior a
média normal é necessario que o ganho por selecdo seja adequadamente expresso por meio
de uma técnica selecdo. Esse ganho depende da estrutura da populacéo e dos efeitos génicos
dos alelos.

As caracteristicas genéticas a serem melhoradas em uma espécie agricola, podem ser
de dois tipos, qualitativas ou quantitativas. Os caracteres qualitativos sdo governados por um
ou poucos genes, denominados de variaveis discretas por apresentarem classes fenotipicas
facilmente separaveis umas das outras. No entanto, grande parte das caracteristicas
agrondmicas estudadas apresentam heranga quantitativa, que ndo pode ser estudada da
mesma maneira que as variaveis discretas. Assim, a area da genética que estuda este tipo de
heranca é chamada de genética quantitativa, e ela é essencial em programas de
melhoramento genético, posto que estes dependem da manipulacdo de caracteres
quantitativos através de endogamia, cruzamentos e sele¢des (CRUZ et al., 2003;
(FALCONER et al, 1996).

Segundo Cruz et al. (2006) A importancia da caracterizacdo do fendtipo na genética
quantitativa se da pelo fato da grande parte da identidade de um gendtipo ser determinada
por genes multiplos que amplamente influenciados pelo ambiente. Essa influéncia é
consequéncia da interacdo do gendtipo com o ambiente na manifestacdo um determinado
fenotipo. Portanto, na genética quantitativa procura-se determinar qual a proporcdo da
variacdo fenotipica que se refere ao genotipo e ao ambiente, sendo assim:

Fendtipo (F) = Fatores genéticos (G) + Fatores do Ambiente (A)
Como também:

Variancia do Fenotipo (02r ) = Variancia Génica (0% ) + Variancia Ambiental (02a )
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A variancia genética pode ser decomposta em subcomponentes, como a variancia
resultante dos efeitos genéticos aditivos (o%a), a variancia resultante dos efeitos de
dominancia (o%p), sendo devida aos efeitos genéticos das interagdes entre alelos de um
mesmo locus, e a variancia derivada dos efeitos genéticos da interacdo entre alelos em
diferentes loci, isto ¢, resultantes da epistasia (c%)

Dessa forma:

0’G = 0’A+ o°D + o’E

Os caracteres quantitativos ou poligénicos sdo aqueles governados por maultiplos
genes, sendo que cada gene segrega segundo as leis de Mendel e distribuicdo continua de
fenotipos, ou seja, entre os tipos extremos de individuos de uma populacdo, ha inmeros
fendtipos de dificil separacdo em classes distintas. Outra caracteristica dos caracteres
poligénicos, refere-se ao fato de serem influenciados pela variagdo do ambiente, o que
dificulta a identificacdo dos gendtipos com base apenas no fenétipo observado (FALCONER
et al, 1996). Desta forma, para avancar em um programa de melhoramento genético, é
necessario conhecer dos niveis e da distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de
populacbes para caracteres agrondémicos e quimicos, herdabilidades e a presenca de
correlacdes entre os caracteres (RUFINO, 2010).

Em programas de melhoramento de espécies medicinais, alguns dos caracteres de
maior relevancia sdo a producdo de biomassa e rendimento de 6leo essencial, que séo
basicamente os componentes da producdo de 6leo essencial (YAMAMOTO, 2006). No
entanto, ndo se deve deixar de dar atencdo especial a caracterizacdo quimica e a estabilidade
do oleo essencial, posto que o valor comercial das plantas medicinais e seus produtos é
determinado por sua qualidade (STEFANINI et al., 2002)

2.4.2. Parametros genéticos na selecdo de plantas

A estimativa de parametros genéticos é importante em programas de melhoramento
pois permite conhecer a estrutura genética das populacbes para fins de selecdo, além das
estimativas de herdabilidade, o que fornece subsidios para definicdo das estratégias de
selecdo, bem como auxiliam a predicdo de ganhos obtidos (FALCONER et al, 1996). A
obtencdo de estimativas de parametros genéticos é fundamental por permitir identificar a
atividade genética envolvida no controle dos caracteres quantitativos além de possibilitar a
avaliacdo da eficiéncia de diferentes estratégias de melhoramento para obtencéo de ganhos
genéticos (CRUZ et al, 2006; FALCONER et al, 1996). E necessario dimensionar as
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magnitudes das varidncias de origem genética comparando-as com as variancias devido ao
ambiente, para que seja possivel estimar de o potencial de selecdo da populagédo
(FALCONER etal, 1996; HALLAUER et al., 2010). Os fatores do ambiente que contribuem
para a formacéo do fendtipo de um individuo ndo serdo repassados para sua descendéncia,
nesse sentido, um dos pardmetros genéticos de maior importancia para que um individuo
contribua na sua populacdo € a herdabilidade.

A herdabilidade (h?), assim como o coeficiente de determinacdo genotipica (H?),
expressa a confiabilidade do valor fenotipico como estimador do valor genético. O resultado
da selecdo baseada no fenotipo dos individuos de uma geracdo é funcdo do grau de
associacao da variancia genetica destes com a variancia genética da geragdo seguinte, o que
expressa a herdabilidade (FALCONER et al, 1996). A herdabilidade é um importante
parametro para o melhoramento, pois mostra a propor¢do da variacdo fenotipica total que é
atribuida ao efeito médio dos genes. Quando genitores sdo escolhidos com base em seu
fendtipo, o sucesso na alteragdo das caracteristicas da populacdo poderé ser predito através
do conhecimento sobre grau de relacdo entre o valor fenotipico e o genético, que é medido
pela herdabilidade (FALCONER et al, 1996).

Nos casos em que 0s genotipos sdo fixos (toda a populacdo é conhecida), a
herdabilidade é substituida pelo coeficiente de determinacdo genotipica. Isto ocorre por nao
existir uma variancia genética propriamente dita, mas apenas uma variabilidade entre os
genotipos, denominada "variabilidade genética” (¢g), sendo o componente quadratico que
expressa a variacao entre os genotipos (GRIFFITHS, 2008; IDE, 2008).

A partir das variancias fenotipica (o%F), genética (0%g) e aditiva (c%a), podem-se obter
o coeficiente de variacdo genética (CVew), coeficiente de variacdo ambiental (CVew), indice
de variacdo genético (IV), coeficiente de determinacédo genotipico (H?), e herdabilidade no
sentido restrito (h?). A herdabilidade no sentido restrito é importante pois, 0s genes
dominantes para uma caracteristica, quando presentes, podem mascarar a informacédo
genética dos individuos, fazendo com que individuos de genes diferentes expressem valores
genotipicos semelhantes. Dessa forma, a variancia aditiva (c2a), € de a maior interesse para
estudos de evolugdo e melhoramento genético, pois reflete a propor¢édo da variancia genética
que responde a selecdo natural e artificial, expressando a superioridade que pode ser
transmitida a descendéncia (CRUZ et al, 2006; FALCONER et al, 1996). A variancia aditiva
também merece destaque por expressar a similaridade entre individuos aparentados, sendo

um dos componentes que determina a covariancia. Sendo assim, a variancia aditiva é
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fundamental para um programa de melhoramento que se baseia na covariancia existente
entre o material experimental avaliado e o material genético repassado para novos ciclos de
melhoramento. Tal variancia permite inferir sobre os diferentes graus de similaridade entre
individuos, o que pode ser usado pelos métodos de melhoramento (CRUZ et al, 2006).

O ganho genético depende da herdabilidade do carater sob selecdo, da intensidade de
selecdo praticada e do controle das condi¢cBes ambientais. Quanto maior o nivel da
variabilidade genética em relacdo ao ambiente e quanto mais a propor¢ao desta variabilidade
genética for devida na sua maior parte a efeitos aditivos, maiores serdo os ganhos estimados
para a geragéo seguinte (BOTTIGNON et al., 2009; CRUZ et al., 2006).

Sabendo-se que a variagdo encontrada em uma determinada espécie (variacdo
fenotipica) pode ser de duas origens: variacdo devido ao ambiente e variacdo devido a
diferencas genéticas, entende-se que a existéncia de variacdo genética € um pré-requisito
para 0 melhoramento de plantas (BOTTIGNON et al., 2009). Portanto, torna-se importante
quantificar a proporcdo da variacdo fenotipica que corresponde ao ambiente e a variacdo
correspondente ao gendtipo, para se poder estimar com melhor precisdo experimental a
resposta dos genotipos nos ambientes testados. Dessa forma, o entendimento das
consequéncias genéticas derivadas de manipulacdo constitui um importante papel da
pesquisa na genética quantitativa (GRIFFITHS, 2008).

E importante ressaltar que ao se efetuar um programa de melhoramento
genético, ndo se deve extrapolar os resultados para populacGes diferentes da amostra do
experimento nem para outras condicdes de clima (IDE, 2008). Quando as interaces do
gendtipo com o ambiente sdo significativas, é possivel avaliar a estabilidade e adaptabilidade
dos genotipos nos diferentes ambientes testados através de modelos biométricos (CRUZ &
REGAZZI, 1997).

2.5. Histérico do Programa de Melhoramento Genético de Erva-Cidreira Brasileira da
UFRRJ

No Brasil, algumas instituicbes de pesquisa tém desenvolvido trabalhos de
melhoramento genético com a erva-cidreira brasileira. Dentre estas pode-se citar o CPQBA
(Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), Universidade Federal de Sergipe (UFS) e a
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).
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O Programa de melhoramento genético da erva-cidreira brasileira da UFRRJ se

iniciou no ano de 2012, com um Unico objetivo: gerar cultivares comerciais de erva-cidreira
brasileira para o Estado do Rio de Janeiro. Inicialmente, ap0s coletas de genétipos em
municipios que compde a regido metropolitana do Rio de Janeiro, estruturou-se a primeira
colecdo de germoplasma da espécie na referida instituicdo. Esta colecdo abrigava apenas 20
clones de erva-cidreira brasileira, organizados em delineamento estatistico em blocos ao
acaso com trés repeticdes e seis plantas por parcela. Apos caracterizacdo quimica da colecéo,
identificou-se nove gendétipos de quimi6tipo citral entre os 20 existentes. Entre 0s anos de
2013 e 2014, a colecéo foi duplicada, inserindo mais 20 gendtipos de erva-cidreira brasileira
na colecdo, coletados no Estado de Minas Gerais. Além de genotipos do Rio de Janeiro e
Minas Gerais, a colecdo ainda agrega, atualmente, 3 geno6tipos provenientes do Espirito
Santo. Atualmente, em 2017, a colecdo possui 43 geno6tipos de erva-cidreira brasileira.
A duplicacdo da referida colecdo foi parte de uma proposta de projeto de doutorado de
Janaina Gongalves Gomes, discente do Programa de Pds-graduacdo em Fitotecnia da
UFRRJ. Atualmente, a colecdo vem sendo extensamente caracterizada e avaliada, em
relacdo a diversos aspectos morfologicos, agrondmicos, moleculares, reprodutivos,
citogenéticos e quimicos. No ano de 2015, foi proposto mais um trabalho académico,
vinculado ao Programa de Pdés-graduacdo em Fitotecnia. Este trabalho resultou na
dissertacdo de mestrado de Carlos Henrique Nascimento Soares. O objetivo foi conhecer o
comportamento de nove gendtipos de quimidtipo citral quanto ao rendimento, qualidade e
producdo de 6leo essencial, avaliados em duas épocas do ano de 2016. No ano de 2016, mais
um trabalho ao nivel de doutorado foi agregado ao programa de melhoramento genético da
erva-cidreira brasileira na UFRRJ. As atividades propostas na tese, conduzida por Tatiana
de Oliveira Pinto, buscam conhecer as causas das barreiras de hibridacdes existentes na
espécie, e por fim, efetuar as recomendagdes necessarias para a producdo de hibridos na
cultura. Até o momento, marco de 2017, sdo desenvolvidas duas teses de doutorado, uma
dissertacdo de mestrado (em fase de conclusdo) e duas iniciacdes cientificas, financiadas
pelo CNPqg e FAPERJ.

O grupo de pesquisa em melhoramento genético de erva-cidreira brasileira da UFRRJ
conta com o apoio dos seguintes laboratorios de pesquisa: Laboratorio de Biologia
Molecular e Melhoramento de Plantas (LBMP), sob coordenacdo do Prof. Pedro Corréa

Damasceno Junior; Laboratdrio de Extracéo de Oleos Essenciais, sob coordenacéo dos Prof.
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Figura 4. Gendtipos de erva-cidreira brasileira, quimidipo citral, em delineamento de blocos ao acaso no

campo experimental do Fepartamento de Fitotecnia, pertencente a UFRRJ, em Seropédica, RJ.

Marco André Alves de Souza; e do Laboratério de Analises Quimicas, localizado no
Instituto de Tecnologia da UFRRJ. Fontes financiadoras como a CAPES, CNPq e FAPERJ
tem contribuido para o desenvolvimento da pesquisa em melhoramento genético de erva-
cidreira brasileira da UFRRJ.

2.6 Fatores Ambientais e Producéo de Oleo Essencial

Os 0leos essenciais sdo compostos volateis provenientes do metabolismo secundario
de plantas, sendo conhecidos também como 6leos volateis, 6leos etéreos ou esséncias. Os
constituintes quimicos mais frequentes na composi¢cdo de Oleo essenciais sdo 0s
monoterpenos (Cio) e 0s sesquiterpenos (Cis). Esses terpendides sdo substancias vegetais
que se originam do &cido mevalénico, cuja molécula base séo isoprenos (C5H8) (EHLERT
2003). As caracteristicas fenotipicas relacionadas a producéo de 6leo essencial nas plantas
sdo respostas do controle genético (fatores genéticos), de fatores bidticos e abioticos e da
interacdo entre esses fatores. As diferentes respostas fenotipicas frente a mudancas nas
condicBes ambientais resultam em comportamentos distintos dos genoétipos, caracterizando
a interacdo entre o genétipo e o ambiente (YAMAMOTO 2006).
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As variagdes ambientais em que a planta é submetida podem redirecionar sua rota
metabdlica, ocasionando mudancas na quantidade e na qualidade da biossintese de
metabolitos secundarios, como o Oleo essencial (GOBBO-NETO & LOPES; 2007,
MORAIS, 2009). Alguns dos fatores ambientais que influenciam o rendimento de 6leo
essencial nas plantas podem variar muito ao longo das estacfes do ano em uma mesma
regido, o que pode levar a uma alteracdo na composicdo e quantidade do dleo essencial
produzido pelas plantas (MORAIS, 2009). Entre os fatores ambientais que influenciam a
producdo de metabolitos secundarios esta a temperatura em que as plantas sdo cultivadas.
Lima et al. (2003) citam que plantas medicinais tendem a aumentar o rendimento de 6leo
essencial quando submetidas a temperaturas mais elevadas, além de sofrerem modificagdes
na sua composicdo quimica. Morais (2009) também afirma que o rendimento de 6leos
essenciais € beneficiado por temperaturas mais elevadas, apesar de, plantas expostas a
temperaturas extremas podem sofrer perdas de rendimento. A influéncia da temperatura e da
iluminag&o sobre o rendimento de dleo essencial se deve a atividade fotossintética exercida
pelas plantas, pois a interacdo destes fatores garante um ambiente ideal para o processo
fisiologico (KERBAUY, 2004; MORAIS, 2009).

O horério em que € realizada a coleta é um aspecto relevante na producédo de 6leos
essenciais. Ehlert et al. (2013) constataram que genotipos de erva-cidreira brasileira
apresentaram mudancas significativas na composi¢do quimica do 6leo essencial de acordo
com o horario em que era realizada a coleta da biomassa para extracdo. Nascimento et al.,
(2006) encontraram efeitos significativos do horario de corte sobre o rendimento do 6leo
essencial do capim-limdo (Andropogon sp.), bem como sobre o teor de citral, componente
majoritario do seu Oleo essencial. Lopes et al. (1997), estudando a espécie Virola
sutinamensis encontraram o pico de produ¢do de monoterpenos as 6:00h e as 21:00h.

A disponibilidade de 4gua pode afetar a producéo e o acimulo dos éleos essenciais
em plantas medicinais. Sua falta e seu excesso podem causar efeitos severos no
desenvolvimento vegetal. Varios fatores fisiologicos sofrem alteragdes quando o vegetal é
submetido a estresse hidrico, o que pode gerar, consequentemente, alteracbes no
metabolismo secundario (KERBAUY, 2004). O excesso de agua no solo pode alterar
processos quimicos e bioldgicos, limitando a quantidade de oxigénio e acelerando a
formagdo de compostos toxicos a raiz. Morais (2009) afirma que o estresse hidrico

geralmente induz um aumento na produtividade de alguns terpendides.
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3. TRABALHOS

3.1 Rendimento e Producdo de Oleo Essencial em Gendtipos Citral de Erva-Cidreira
Brasileira

3.1.1 Resumo

A erva-cidreira brasileira (Lippia alba) apresenta potencial de producdo de diversos
principios ativos em seu 6leo essencial. No entanto, ainda ndo h& genotipos comerciais
disponiveis para o plantio. O presente trabalho teve por objetivo conhecer o potencial de
producdo de gendtipos de erva-cidreira brasileira, quimidtipo citral, em duas épocas do ano,
em Seropédica, RJ. Também buscou-se estimar parametros genéticos e correlacdo entre
varidveis de importancia agrondémica. Para tal, nove genotipos de erva-cidreira brasileira
foram plantados e organizados em delineamento de blocos casualizados em agosto de 2015.
As avaliacBes ocorreram em fevereiro e agosto de 2016. Foram mensuradas 13 variaveis:
altura de planta (ALT), diametro de copa (DCO) e ramo principal (DRP), nimero de ramos
na base de planta (NRB), a 10 (NR1o) e 50 (NRso) cm de altura na planta, comprimento
(CFO) e largura (LFO) de folha e sua relacdo (RCL), biomassa fresca (BFP) e seca (BSP),
rendimento (REN) e producdo (PRO) de 6leo essencial. Os dados foram submetidos a
ANOVA e teste de média. Estimaram-se parametros genéticos e coeficientes de correlacéo
entre as variaveis. Para gendtipos, houve diferenca estatistica para DRP, CFO, LFO, REN e
PRO. Para época de avaliacdo, todas as varidveis diferiram, e para interacdo, apenas a
variavel REN diferiu. O rendimento e a producdo de 6leo essencial tiveram determinagédo
genotipica, enquanto que a biomassa foi mais influenciada pelo ambiente. Gen6tipos com
folhas mais largas (LFO) apresentaram menor REN. O gen6tipo UFRRJ ECBO005 destacou-
se pelo seu alto rendimento e producéo de dleo essencial.

Palavras-chave: Lippia alba, melhoramento genético, parametros genéticos, coeficientes

de correlacgdo, interacdo geno6tipo versus época.
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3.1.2 Abstract

The bushy matgrass (Lippia alba) has the potential to produce several active ingredients in
its essential oil. However, commercial genotypes are not available. The present work had
the objective of know the potential of genotypes of bushy matgrass genotypes, citral
chemotype, in two seasons of the year, in Seropédica, RJ. Also was estimated the genetic
parameters and correlation between variables of importance. For this purpose, nine
genotypes of bushy matgrass were planted and organized in a randomized blocks design in
August of 2015. Evaluations occurred in February and August of 2016. Thirteen variables
were measured: plant height (ALT), crown (COP) and main branch (NRB) diameter ,
number of branches in plant base (NRB) at 10 (NR10) and 50 (NR50) cm of height, leaf
length (CFO) and leaf width (LFO) and their relationship (RCL), fresh biomass (BFP) and
dry matter (BSP), yield (REN) and essential oil production (PRO). Data were submitted to
ANOVA and mean test. Genetic parameters and correlation coefficients between the
variables were estimated. For genotypes, there was statistical difference for DRP, CFO,
LFO, REN and PRO. For the evaluation period, all variables differed, and for interaction,
only the REN variable differed. The yield and production of essential oil had genotypic
determination, while the biomass was more influenced by the environment. Genotypes with
larger leaves (LFO) presented lower REN. Genotype UFRRJ ECBO0O05 stands out for its high
yield and essential oil production.

Keywords: Lippia alba, Genetic improvement, genetic parameters, correlation coefficients,

genotype versus environment interaction.
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3.1.3 Introducéo

O mercado mundial de 6leos essenciais movimentou em 2015 um montante superior
a 6 bilhdes de ddlares em produtos destinados as industrias de alimentos, de cosméticos, de
perfumaria e de higiene pessoal (GRAND VIEW RESARCH, 2016). O Brasil € o quarto
maior exportador de 6leo essencial no mundo (BIZZO et al., 2009). Porém, grande parte
desta producdo esta fundamentada no éleo essencial de apenas uma Unica espeécie, a laranja.
Diante do crescimento pela demanda deste produto no mundo (GRAND VIEW RESARCH,
2016) e pela reduzida diversificagdo da exportacdo brasileira, observa-se uma excelente
oportunidade de negdcios na cadeia de producao de 6leo essencial.

Uma das espécies aromaticas mais utilizadas para a producédo de 6leo essencial no
mundo € a erva-cidreira brasileira (Lippia alba (Mill.) N. E. Brown) (FRANZ & NOVAK,
2010). Esta espécie pertence a familia Verbenaceae, e caracteriza-se por ser um pegqueno
arbusto, alégamo, semi-perene, via de regra, muito ramificado, com folhas cujo tamanho
variam conforme o genoétipo. Suas folhas possuem propriedades medicinais e sdo
recomendadas na medicina popular para o tratamento de problemas de salude como
hipertensdo, colica estomacal, gripe e como calmante (OLIVEIRA & MENINI NETO,
2012). Dentro da espécie observa-se uma elevada variabilidade genética quanto ao perfil
quimico de seu 6leo essencial (BLANK etal., 2015; HENNEBELLE et al., 2008). De acordo
com Hennebelle et al. (2008) podem ser encontrados seis diferentes quimi6tipos em erva-
cidreira brasileira. Essa diversidade quimica proporciona a erva-cidreira diferentes destinos
para o seu 6leo essencial, como para industrias quimicas, farmacéuticas, de domissanitarios,
de cosméticos e para a populacdo em geral. Sem divida um dos quimiotipos mais
importantes e comuns na erva-cidreira brasileira € o citral. Além desta espécie, o citral ocorre
em varias outras espécies, como por exemplo, capim-limdo (Cymbopogon citratus),
eucalipto (Eucalyptus staigeriana), manjericdo (Ocimun sp.) e citros (citrus spp.) (SELL,
2010).

De acordo com Bizzo et al. (2009), no geral, a producdo de 6leo essencial no Brasil
apresenta oscilagcbes quanto ao seu padrdo de qualidade. Essas variagbes podem estar
relacionadas tanto com o rendimento quanto a qualidade em relagdo ao seu perfil quimico.
De acordo com Stefanini et al. (2002), programas de melhoramento de espécies medicinais,
no geral, ndo se devem priorizar somente a producdo quantitativa de biomassa por hectare,
mas também deve-se levar em consideracdo principalmente o rendimento e a riqueza dos

principios ativos contidos no 6leo essencial. VVariacdes em relagéo ao seu rendimento durante
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as épocas do ano sdo comuns, ja que a producdo de Oleo essencial apresenta uma forte
interacdo genotipo versus ambiente (BARROS et al., 2009; CASTRO et al., 2002;
FIGUEIREDO et al., 2008; TAVARES et al., 2005;).

Neste sentido, a selecdo de gendtipos de erva-cidreira brasileira estaveis para
rendimento de 6leo essencial durante o ano é primordial para se alcancar ou manter a
qualidade da producdo de Oleo essencial no Brasil. Aliado a isso, a estabilidade para
producdo de biomassa nos genotipos selecionados com alto rendimento de 6leo é também
uma variavel que deve ser considerada nos programas de melhoramento da espécie. A
biomassa € um dos principais componentes de producdo na espécie. Apesar do grande
potencial agricola da erva-cidreira brasileira, ndo ha até o momento, no Brasil, materiais
genéticos recomendados para o plantio (MAPA, 2017).

Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foi avaliar genotipos de erva-
cidreira brasileira (Lippia alba) pertencentes ao quimiotipo citral quanto a producédo e a
estabilidade de producdo de 6leo essencial em duas épocas distintas do ano, fevereiro e
agosto de 2016. Objetivou-se tambem, através da estimacdo de parametros genéticos e
coeficientes de correlagcdo, conhecer a variacdo, a relacdo e a estabilidade das variaveis

utilizadas na avaliacdo dos genotipos estudados.

3.1.4 Material e métodos

Local da pesquisa e material vegetal

Toda a pesquisa foi conduzida nas dependéncias do Departamento de Fitotecnia,
pertencente ao Instituto de Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), campus de Seropédica, RJ. O material vegetal trabalhado correspondeu a
genotipos citral selecionados a partir da colecdo de germoplasma de erva-cidreira brasileira
(Lippia alba) do referido departamento.

Os genotipos citral de erva-cidreira brasileira utilizados foram: UFRRJ ECB001,
UFRRJ ECB002, UFRRJ ECB005, UFRRJ ECB011, UFRRJ ECB012, UFRRJ ECBO015,
UFRRJALAL18, UFRRJ ECB019 e UFRRJ ECBO020.

CondicOes experimentais e épocas de coleta de dados
O experimento foi instalado em delineamento em blocos ao acaso com nove
tratamentos (genétipos UFRRJ), trés repeticbes e 6 plantas por parcela. O espagamento

utilizado foi 1,2 x 1,2 metros. A area experimental possui solo classificado como planossolo
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haplico, com 83% de areia, 4% de argila e 13% de silte. De acordo com a classificagdo de
Kdppen, o clima da regido é do tipo Aw, com alternancia entre a estacdo chuvosa no veréo
e seca durante o inverno.

Ao todo, foram realizadas duas coletas de dados. A primeira ocorreu na segunda
quinzena de fevereiro de 2016, ap6s 180 dias de plantio. A segunda coleta, foi realizada na
primeira quinzena de agosto do mesmo ano, apds 370 dias do plantio. A primeira coleta
representou o verao, e a segunda, o inverno. A Figura 5 reflete algumas condicdes climaticas
durante o periodo de conducéo do presente experimento. No decorrer do experimento foram
realizadas 7 capinas manuais, sendo 3 antes da primeira avaliacdo e 4 entre a primeira e a
segunda avaliacdo. Realizou-se também adubac¢do quimica NPK (10:10:10) em 4 momentos,
a saber: 40 dias antes do plantio, 40 dias antes de cada uma das duas avaliacdes e 40 dias

depois da primeira avaliacao.

Variaveis analisadas

No presente trabalho foram avaliadas varidveis relacionadas aos aspectos
morfologicos e de producdo. As relacionadas a morfologia das plantas foram: altura de
planta (ALT) — distancia medida em centimetros entre a base do caule e o ramo mais alto na
planta; didmetro de copa (COP) — distancia medida em centimetros entre 0s dois ramos mais
distantes na copa da planta; diametro do ramo principal (DRP) — diametro medido em
centimetros na base do caule; nimero de ramos na base da planta (NRB) — contou-se 0
namero de ramos na base da planta; nimero de ramos a 10 cm de altura (NR1o) — contou-se
0 numero de ramos a uma altura de 10 centimetros da base da planta; nimero de ramos a 50
cm de altura (NRsp) — contou-se o0 nimero de ramos a uma altura de 50 centimetros da base
da planta; comprimento da folha (CFO) — distancia medida em centimetros entre a base do
peciolo e a extremidade mais aguda da folha. O CFO por planta foi calculado a partir da
média de 10 folhas na planta; largura da folha (LFO) — distdncia medida entre uma
extremidade e outra da folha. O LFO por planta é calculado a partir da média de 10 folhas
na planta; relacdo comprimento versus largura de folha (RCL) — foi calculado dividindo-se
0 CFO pela LFO.

As variaveis relacionadas as analises de producéo foram: biomassa fresca por planta
(BFP) — para tal foram colhidas e pesadas todas as folhas e flores de todas as seis plantas na

parcela experimental. BFP, em gramas por planta, foi obtido dividindo-se o peso da
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biomassa fresca, em gramas, por seis; biomassa seca por planta (BSP) — ap6s pesagem da

Temperatura (°C)

84
82 ¢
80 1

1B

76 1
74 1
70 4
68 |

Umidade (%)

1C

Precipitagdo (mm)

Figura 5. Dados meteorolégicos referentes ao periodo de agosto a dezembro de 2015 e janeiro a agosto de
2016, obtidos a partir das estagdes convencional (83741) e automatica pertencentes ao Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET), no de Seropédica (22°45°13”°S e 43°40°23°°W), RJ. Figura 1 A: temperaturas minimas,
médias e maximas; Figura 1B: umidade relativa em porcentagem; Figura 1C: precipitagdo em milimetros.

biomassa fresca por planta (BFP), todo o material vegetal foi colocado para secar em estufa
com circulagdo forcada de ar (Eletrolab EL 402, Brasil) a 37 °C por 48h, até verificacdo de
peso constante do material vegetal a partir de pesagens constantes de 12 em 12 horas. BSP,
em gramas por planta, foi obtido divindindo-se o peso da biomassa seca, em gramas, por
seis; porcentagem de rendimento de 0leo essencial (REN) — inicialmente, separou-se trés

aliquotas de 30 gramas de massa seca de folhas por parcela dentro de genétipo, assim como
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feito para BSP. Em seguida, essas aliquotas foram submetidas a extracdo de 6leo essencial
via hidrodestilacdo em aparelho Clevenger modificado durante uma hora e meia (1:30
horas). Apos esse tempo, o perfil do 6leo essencial juntamente com o hidrolato foi retirado
do equipamento usando-se 10 mL do solvente diclorometano. A fase organica (solvente mais
6leo essencial) foi filtrada em sulfato de sodio anidro, e o solvente foi posteriormente
eliminado com o auxilio de fluxo de gas nitrogénio. Frascos previamente pesados e
identificados foram utilizados para se aferir o peso do 6leo essencial resultante da secagem
por diferenca de peso em balanca de precisao (Shimadzu AUX, Japdo). Apds a pesagem 0S
frascos foram lacrados e armazenados em freezer (Brastemp FrostFree, Brasil) a -4°C. REN,
em porcentagem, foi obtido dividindo-se o peso do éleo essencial resultante da extracao pelo
peso de massa seca utilizado na extracdo, cujo resultado foi multiplicado 100; producéo de
o6leo essencial por planta (PRO) — foi obtido multiplicando-se BSP por REN dividido por

100. Todos os dados obtidos foram trabalhados em média por blocos.

Analises estatisticas

Inicialmente, todas as varidveis foram submetidas ao teste Lilliefors para verificacdo
de normalidade. Apds os testes, verificou-se que apenas a variavel didmetro de copa (DCO)
nédo seguiu distribuicdo normal. Por isso, esta foi transformada pelo estimador (1/x).100,
sendo “x”, cada valor de DCO. Em seguida, todas as variaveis foram submetidas a analise
da variancia (ANOVA), com modelo fixo ajustado para o delineamento em blocos ao acaso
no esquema fatorial, contendo 9 tratamentos (genotipos), duas épocas de avaliacdo (fevereiro
e agosto de 2016) e trés repeticdes (blocos). Conforme necessidade, aplicou-se o teste de
média DMS; (Diferenca Minima Significativa). Segue abaixo o modelo estatistico utilizado:

Yijk = u+ by +g; +a; + ga;; + ey, onde:

Y, = valor observado referente ao i-ésimo genotipo do j-ésimo nivel (ambiente) na
k-ésimo repeticéo.

u = constante geral,

b, = efeito da k-ésima repeticao

g,= efeito fixo do i-ésimo genotipo;

a; = efeito fixo da j-ésima época

ga;; = efeito da interacdo do i-ésimo genotipo com a j-ésima época

e;jx= erro experimental associado a observagao Y j.
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Quadro 1. Esquema da andlise de variancia das caracteristicas referentes a 9 geno6tipos da
espécie Lippia alba avaliadas em duas épocas (verdo e inverno) em Seropédica, RJ.

FV GL QM E(QM) F
Blocos b-1 QMb 62+ g.e.0%
Genotipo (G) g-1 QMg o2 +e.r.dg QMg/QMr
Epoca (E) e-1 SQe 6%+ g.r.de QMe/QMr
GXxE (0-1) x (e-1) SQge 0% + I.dge QMge/QMr
Residuo (g xe-1) x (b-1) QMr o2

A partir das estimativas obtidas na andlise de variancia estimaram-se 0s seguintes

parametros genéticos para cada uma das variaveis morfolédgicas e de producéo:

. Coeficiente de variacdo experimental:

CV = (100y/02) /

. Coeficiente de variagdo genotipico:

CVg = (100 [oZ)/u

. Coeficiente de determinacédo genotipico:

_ (Mg — @)

HZ
QMg

. Indice de variacio genético:
IV =Ccvg/Ccv

A partir da covariancia e do desvio padrdo das variaveis foi obtida a correlacédo de
Pearson entre todas as variaveis morfoldgicas e de producdo. Segue abaixo o estimador:

C
r=-—2onde:
Sx*Sy

r = Coeficiente de correlagcdo de Pearson

Cxy = Covariancia das variaveis x e y
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Sx = Desvio padréo da variavel x
Sy = Desvio padréo da variavel y

Todas as andlises foram realizadas no Programa GENES, versdo 2007.0.0 (CRUZ,
2007).

3.1.5 Resultados e discussao

Com base nas andlises de variancia (Tabela 1), observa-se que para a fonte de
variacdo tratamento, as variaveis rendimento de 6leo essencial (REN), producéo de 6leo
essencial por planta (PRO), didametro de ramo primario (DRP), comprimento de folha (CFO),
largura de folha (LFO) e relagdo comprimento versus largura de folha (RCL) foram
estatisticamente distintas pelo Teste F. Por outro lado, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos quando consideradas as variaveis biomassa fresca (BFP),
biomassa seca (BSP), diametro de copa (COP), nimero de ramos contados a 10 cm de altura
(NR10), nimero de ramos contados & 50 cm de altura (NRso) e nimero de ramos contados na
base da planta (NRB). Portanto, caracteristicas relacionadas a producao de biomassa (BFP e
BSP), ao porte ou arquitetura da planta (ALT e COP) e ao numero de ramos (NR1o, NRso e
NRB) nédo foram estatisticamente diferentes entre os genotipos, independente da época de
avaliacdo. Para variaveis relacionadas a producdo de dleo essencial (REN e PRO), folha
(CFO, LFO e RCL) e diametro de ramo (DRP) houve diferenca estatistica entre os genétipos.

Considerando o efeito de época nota-se que para todas as variaveis houve diferenca
estatistica pelo Teste F (Tabela 1). Vale destacar que as plantas colhidas na primeira época
de avaliacdo (fevereiro de 2016) apresentaram vigor inferior ao da segunda época (agosto de
2016). Além da influéncia de questdes relacionadas ao clima, o vigor superior na segunda
colheita pode ter sido ocasionado também pela poda drastica realizada durante a primeira
colheita, resultante do préprio procedimento de colheita da biomassa. Essa poda pode ter
favorecido uma maior emissao de ramos e, portanto, maior producdo da biomassa e maior
producéo de 6leo na segunda época de avaliacdo (Tabela 1). Portanto, a referida poda pode
ter contribuido de forma decisiva no desenvolvimento das plantas ho campo.

Na Tabela 1 pode-se observar que a média geral do nimero de ramos e da biomassa
fresca e seca foi superior na segunda época de avaliagdo, quando comparado com a primeira.

O namero médio de ramos contados na base da planta (NRB), aos 10 cm de altura (NR1o),
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Tabela 1. Resumo da ANOVA e pardmetros genéticos para 13 variaveis de 9 gendtipos de Lippia alba pelo do modelo de fatorial.

FV GL Quadrados médios

BFP BSP REN PRO ALT COP DRP NRww NRss NRB CFO LFO RCL
Bloco 2 2927,40 37,97 0,002 0,005 490,77 322 017 1056 338 151 0,08 0,04 0,004
Gendtipo (G) 8  3746,90N°  283,07N° 0,069™ 0,025 360,75NS 4,56N° 0,22 2,53NS 538N 174NS 060" 0,15° 0,047
Epoca (E) 1 222667,43™ 17833,49™ 0,848 0,054 4816,47 31,47 0,40 43,43™ 15,11" 48,18™ 15,60 0,407 0,614
GxE 8  3056,00N  262,24NS 0,015 0,009NS 172,23NS 4,438 0,05N5  2,09NS 3,65NS 1,59NS  0,09NS  0,04NS 0,017NS
Residuo 34  3380,88 23945 0,002 0,005 20455 299 006 23 257 119 022 005 0,013
Média geral 145,60 46,44 051 0,21 122,07 152,06 185 594 553 368 737 337 219
Media fevereiro 81,39 28,27 063 018 13151 140,37 1,76 504 500 2,74 683 329 2,08
Media agosto 209,82 64,62 038 025 11262 163,75 194 683 6,06 463 791 346 2,29
CV(w) 39,93 33,31 990 3449 11,71 2499 1400 2580 2897 2960 6,37 6,64 530
H2(9) 9,76 15,40 96,33 7852 4329 3366 69,64 7,16 52,22 31,74 63,44 66,95 7141
CVgm) 5,36 5,80 20,73 27,31 4,17 728 866 292 824 824 342 386 342
Vg 0,13 0,17 2,09 0,78 0,35 029 061 011 027 027 053 058 0,64

Legenda: NS: Ndo ha diferenca estatistica significativa; *: Diferenca estatistica a 5%; **: Diferenca estatistica a 1%; CV (). Coeficiente de variagdo; H2: Coeficiente de
determinagio genotipico; CVg): Coeficiente de variagio genético; IV: indice de variagio; BFP : Biomassa fresca (g); BSP : Biomassa seca (g); REN: Rendimento de 6leo
essencial (%); PRO: Producdo de dleo essencial (g); ALT: Altura de planta; COP: Diametro de copa; DRP: Diametro de ramo principal; NR1o: Nimero de ramos a 10 cm de
altura; NRso: NUmero de ramos & 50cm de altura; NRB: NUmero de ramos na base; CFO: Comprimento de folha; LFO: Largura de folha; RCL: CFO/LFO.
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e aos 50 cm de altura (NRso), na primeira época e na segunda época, foram, respectivamente,
de 2,74 e 4,63 ramos, 5,04 e 6,83 ramos, e 5,0 e 6,06 ramos. Quanto a biomassa fresca (BFP),
na primeira e na segunda época, o peso médio foi estimado, respectivamente, em 81,39 e
209,82 gramas por planta. Para a biomassa seca (BSP), os valores foram de 28,27 e 64,62
gramas por planta, respectivamente. De acordo com Bottignon et al. (2011) a produgéo
média de biomassa seca em genotipos linalol de erva-cidreira brasileira foi de 34 gramas por
planta. Porém, Yamamoto et al. (2008) e Jannuzzi et al. (2011) observaram médias
superiores de biomassa seca por planta, da ordem de, respectivamente, 95,6 e 198 gramas
por planta.

No presente trabalho, a produgdo de 6leo essencial (PRO) foi estimada em 0,18 e
0,25 gramas por planta, respectivamente, para nas avaliacfes de fevereiro e agosto (Tabela
1). E notorio a presenca de médias mais altas para a producéo de 6leo essencial, biomassa e
nimero de ramos na segunda colheita (Tabela 1). Jannuzzi et al. (2011) observaram
producdo média de 0,47 gramas de 6leo essencial por planta, em quimiotipos citral de erva-
cidreira brasileira. Possivelmente, o alto incremento na producéo se deve a alta producéo de
biomassa seca, citada anteriormente, j& que a média de rendimento de Oleo essencial
informada por estes autores nao foi alta (0,28%).

A altura de plantas também pode ser entendida como um componente relacionado ao
vigor da planta. Porém, no presente caso, 0 aumento da média geral da altura da planta
(variavel ALT) (Tabela 1) foi maior na primeira época, e ndo na segunda, como notado para
as varidveis BSP, BFP, NRB, NR1o, NRsp e PRO. Na Tabela 1 € possivel observar as médias
gerais de ALT, respectivamente de 131,51 e 112,62 cm, em fevereiro e agosto.
Possivelmente, a menor altura, numa época de maior vigor das plantas pode ser atribuida ao
habito arbustivo da espécie, que comecgou a se manifestar mais intensivamente quando na
época em que as plantas atingiram maior vigor ou biomassa. Nesta situacdo, as plantas se
prostraram ap0s atingirem determinada altura, o que as fez, de forma geral, apresentar,
simultaneamente, maior biomassa e menor estatura, resultando num porte mais acamado.
Em se tratando de porte de planta em erva-cidreira brasileira, vale informar que o porte ereto
€ uma caracteristica importante quando se busca a reducdo dos custos de produgdo na
especie. O porte ereto pode contribuir na reducédo ou eliminacéo da tutoragem das plantas,
jaque estas, na maioria das vezes, acamam. O porte ereto também pode contribuir na reducao

da incidéncia de doencas foliares, visto que, neste caso, 0s ramos tendem a ndo encostar-se
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ao solo. Descritores que avaliam o porte das plantas em erva-cidreira brasileira, ainda
precisam ser desenvolvidos.

Apesar dos efeitos de época ter sido visiveis, 0s gendtipos comportaram-se de forma
idéntica na primeira e segunda colheita, excecdo apenas para a variavel rendimento de 6leo
essencial (REN). Esta variavel foi a Gnica que apresentou diferenca estatistica significativa
para o efeito de interacdo geno6tipo versus época (Tabela 1).

As médias gerais de REN foram estimadas em 0,63 e 0,38%, respectivamente, para
a primeira e segunda época de avaliacdo, ou seja, em fevereiro e agosto de 2016 (Tabela 2).
No caso de REN, as maiores médias foram observadas em fevereiro, ou seja, no veréo.
Tavares et al. (2005) encontraram rendimentos de 6leo essencial variando entre 0,30 e 0,60%
no verao, e 0,15 e 0,30%, no inverno em gendtipos de erva-cidreira brasileira. Silva et al.
(2006) relataram valores minimos de 0,12 e maximo de 0,19% para o rendimento de 6leo
em genotipos citral de erva-cidreira brasileira. Jannuzzi et al. (2008) estimaram o rendimento
de dleo em 0,28% em erva-cidreira brasileira pertencentes ao quimiotipo citral. Em
quimidtipos linalol de erva-cidreira brasileira, Barros et al. (2009), também obtiveram
maiores rendimentos de 6leo essencial no verdo, em Sao Luiz Gonzaga, RS. Silva et al.
(2006), em Ilhéus, BA, também argumentam que, em quimidtipos citral de erva-cidreira
brasileira, os maiores rendimentos de 6leo essencial ocorreram no verdo. Vale destacar
novamente, que além do rendimento de 6leo essencial (REN), apenas a variavel altura de
plantas (ALT) apresentou média superior no verao (Tabela 1).

De forma geral, quando se compara os resultados sobre o rendimento de 6leo
essencial aqui obtidos com 0s que sdo apresentados na literatura, observa-se que 0s
rendimentos do presente trabalho foram relativamente altos. Verificou-se tendéncia inversa,
ao comportamento de REN, nas variaveis producao de 6leo essencial (PRO), biomassa (BSP
e BFP) e numero de ramos (NR1o, NRsg e NRB), cujas médias superiores ocorreram no
inverno, em agosto, e ndo em fevereiro, no verao.

O rendimento de Oleo essencial (REN) apresentou elevado coeficiente de
determinacdo genotipico (H2 = 96,36%) (Tabela 1), indicando que a influéncia genética
prevalece sobre a de ambiente. Os valores dos coeficientes de determinacdo por época,
fevereiro e agosto, indicaram a mesma tendéncia, sendo estimados, respectivamente, em
94,44 e 93,71% (Tabela 2). Bottignon et al. (2011) e Izadi-darbandi et al. (2013) também

encontraram maior influéncia genotipica sobre o rendimento de éleo, respectivamente, em
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Tabela 2. Resumo da andlise de variancia e parametros genéticos para a variavel rendimento
de 6leo essencial (REN) nas duas épocas de avaliacdo, fevereiro (verdo) e agosto (inverno).

FV GL Quadrados Médios
Fevereiro Agosto
Bloco 2 0,004 0,001
Tratamento 8 0,044™ 0,040™
Residuo 16 0,002 0,002
Média 0,63 0,38
Maximo 1,00 0,68
Minimo 0,44 0,20
CV (%) 7,83 13,12
H2(0s) 94,44 93,71
CVow) 18,64 29,26
Vg 2,38 2,22

Legenda: ™ Diferenca estatistica a 1%; CV(%) Coeficiente de variagdo; ¢g Variabilidade genotipica; H?
Coeficiente de determinacdo genotipico; CVg(%) Coeficiente de variagcdo genético; V(%) Indice de
variagéo.

erva-cidreira brasileira e funcho (Foeniculum vulgare).

As variaveis producdo de 6leo essencial (PRO) (H2 = 78,52%), relacdo comprimento
versus largura de folha (RCL) (H? = 71,41%) e diametro de ramo principal (DRP) (H2 =
69,64%) (Tabela 1) alcancaram estimativas para H2 que demonstraram maior efeito genético
sobre a caracteristica. Além destas, as varidveis comprimento e largura do limbo foliar
(respectivamente, CFO e LFO) apresentaram estimativas de H? indicando também maior
influéncia genética sobre a caracteristica, com H? estimados em 63,44 e 66,95%,
respectivamente. A variavel nimero de ramos acima de 50 cm (NRso) teve o H? estimado
em 52,22%. Porém, forte influéncia do ambiente foi notada para as variaveis altura de planta
(ALT) (H? = 43,29%), copa da planta (COP) (H? = 33,66%), nimero de ramos contados na
base da planta (NRB) (H? = 31,74%), biomassa fresca (BFP) (H? = 9,76%), biomassa seca
(BSP) (H? = 15,40%) e nimero de ramos contados aos 10 cm de altura (NR1o) (H? = 7,16%)
(Tabela 1).

Diante do exposto, supde-se que existam boas perspectivas na selecdo de plantas
quando se pretende o aumento da producdo de 6leo essencial em erva-cidreira brasileira,

visto que importantes variaveis diretamente relacionadas a producdo foram mais
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influenciadas por fatores genéticos do que ambientais. Entre estas varidveis estdo a propria
producdo de 6leo e o rendimento de 6leo essencial. Excecdo para a biomassa (BFP e BSP),
que se mostrou bastante influenciada por questdes relacionadas ao ambiente. De forma geral,
as variaveis que influenciam diretamente na producdo da biomassa também se apresentam
com forte influéncia do ambiente. Como exemplo, cita-se a altura e diametro da copa de
plantas, bem como as varidveis relacionadas ao niUmero de ramos nas plantas (NRB e NR1o),
excecdo para o NRso. Tais variaveis conduziram para a ocorréncia de uma instabilidade na
producdo de folhas, juntamente com a biomassa fresca e seca. Vale lembrar que as folhas
correspondem ao principal 6rgao da planta utilizado na extracdo do 6éleo essencial em erva-
cidreira brasileira. Percebe-se que no caso das varidveis relacionadas diretamente as folhas
(comprimento e largura, respectivamente, CFO e LFO), a influéncia genética foi maior que
a do ambiente, porém, as estimativas de H? ndo foram tdo altas quanto as variaveis
relacionadas diretamente ao dleo essencial (Tabela 1).

As estimativas dos indices de varia¢do (IV) indicaram que o rendimento de 6leo
essencial (REN) e a producdo de 6leo essencial (PRO) foram as caracteristicas de maior
variabilidade genética entre os gendtipos estudados. Os indices foram estimados em 2,09 e
0,78, respectivamente. Vale informar que valores de IV proximos a zero indicam baixa
variabilidade genética. Destaque deve ser dado ao rendimento de 6leo essencial (REN), o
qual exibiu alta variabilidade genética entre os gen6tipos. Neste caso, como houve efeito de
interacdo genotipo versus ambiente, por isso, € razoavel mencionar os indices de variagdo
estimados tanto no verdo quanto no inverno. Estas estimativas foram de 2,38 e 2,22%,
respectivamente (Tabela 2). Aliado ao controle genético favoravel a selecdo de plantas -
dado pelas altas estimativas de H? e altos IV’s -, 0 rendimento de dleo essencial exibiu ampla
oportunidade para o seu incremento. Portanto, a selecdo de gendtipos estaveis para alto
rendimento de 6leo essencial pode ser perfeitamente alcancada.

Considerando a variavel rendimento de 6leo essencial (REN), nota-se na Tabela 2
que houve diferenca estatistica significativa para o efeito de genoétipo, tanto na primeira
época de avaliacdo quanto na segunda, respectivamente, fevereiro e agosto de 2016.
Observa-se na Tabela 3 que o gendtipo UFRRJ ECBO005, em fevereiro de 2016, foi
estatisticamente superior aos demais para o rendimento de 6leo essencial (REN). J& em
agosto do mesmo ano, o genotipo UFRRJ ECBO015 apresentou a maior média para REN.
Porém, o UFRRJ ECBO005, com maior média em fevereiro, ndo se diferenciou

estatisticamente

30



Tabela 3. Teste de médias para 6 variaveis de 9 genotipos de Lippia alba avaliadas em duas
épocas, fevereiro (verdo) e agosto (inverno) em Seropédica, RJ, onde a variavel REN foi a
Unica que apresentou interacdo entre genétipo e ambiente.

REN
PRO DRP CFO LCF RCL

Fevereiro Agosto

UFRRJ

0,58bc 0,32cd 0,20cd 1,97abc 7,66a 3,44ab 2,22ab
ECB001
UFRRJ

0,63b 0,37bcd 0,26abc 2,14a 7,72a 3,47ab 2,22ab
ECB002
UFRRJ

0,91a 0,49ab 0,31a 1,54d 7,47ab 3,22hc 2,312
ECB005
UFRRJ

0,62b 0,32cd 0,22bcd 2,09ab 7,56a 3,56a 2,12hc
ECBO011
UFRRJ

0,45c 0,22d 0,12¢ 1,69cd 7,13ab 3,37ab 2,12bc
ECB012
UFRRJ

0,65b 0,63a 0,29ab 1,87abcd 6,39b 3,07¢c 2,25ab
ECBO015
UFRRJ

0,61b 0,34cd 0,15de 1,75bcd 7,5ab 3,29abc  2,27ab
ECBO018
UFRRJ

0,58bc 0,36bcd 0,17de  1,8labcd 7,51ab 3,55a 2,11bc
ECB019
UFRRJ

0,66b 0,39bc 0,16de 1,76bcd 6,89b 3,37ab 2,05¢
ECB020
Médias 0,63 0,38 0,21 1,85 7,37 3,37 2,19

Legenda: Médias nas colunas seguidas da mesma letra ndo diferiram estaticamente ao nivel 5% pelo teste
Tukey, REN Rendimento de 6leo essencial (%); PRO Producéo de 6leo por planta (g); DRP Diametro de ramo
priméario; CFO Comprimento de folha; LFO Largura de folha; RCL Relagdo entre comprimento e largura de
folha.

do UFRRJ ECBO015 em agosto, portanto, estatisticamente, o genétipo UFRRJ ECB005
(Figura 6) se manteve também em agosto, entre os mais altos rendimentos de 6leo essencial
entre os gendtipos analisados. Na Tabela 3 € possivel observar que o genétipo de menor
rendimento (REN) em fevereiro apresentou 0,45%, o maior, 0,91%, respectivamente, para
0s genotipos UFRRJ ECB012 e UFRRJ ECBO005. Em agosto, o genétipo de menor REN
apresentou 0,22, e o de maior, 0,63%, respectivamente, para os genotipos UFRRJ ECB012
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e UFRRJ ECBO015. Como ja mencionado anteriormente, Yamamoto et al. (2008), estimaram
o rendimento de 6leo essencial em 0,28% em erva-cidreira brasileira considerando diferentes
quimidtipos. Porém, deve-se destacar que o0 menor valor para o rendimento de Oleo
encontrado pelos autores anteriormente citados foi 0,27%, e o maior, de 1,22%,
respectivamente para os quimiotipos citral e linalol.

As caracteristicas relacionadas a ramificagdo (DRP, NR1o e NRso) apresentaram
coeficientes de correlacdo de 0,46, 0,43 e 0,54 com a biomassa seca (BSP) (Tabela 4).

Espera-se sempre que a biomassa seca esteja altamente correlacionada com a producéo de

Figura 6. Genétipo de erva-cidreira brasileira (UFRRJ ECBO005) pertencente ao banco de germoplasma da

UFRRJ com 150 dias de campo, em Seropédica, RJ.

ramos na planta. Porém, a presente pesquisa mostrou que o aumento do nimero de ramos na
planta ndo resultou num aumento proporcional de biomassa (folhas) nas plantas. Dessa
forma, analises relacionadas ao comprimento do internédio devem ser implementadas, pois,
possivelmente, este seja um descritor que ira contribuir para um melhor entendimento na
emissdo de folhas no ramo das plantas de erva-cidreira brasileira. Deve se ter muito cuidado
em se analisar plantas estioladas no campo. O estiolamento pode ser proveniente de plantas
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que se desenvolvem sob ambiente de estresse, principalmente, por competi¢cdo com plantas
espontaneas.

Apesar de ndo significativo, vale informar que a correlacdo entre o nimero de ramos
na base (NRB) com biomassa fresca (BFP e BSP), REN e PRO foram muito baixas.
Interessante foi observar que gendtipos com folhas mais largas (LFO) tenderam a apresentar
uma reducédo no rendimento de 6leo (REN). A correlacdo entre LFO e REN foi estimada em
-0,45. A media geral para o LFO foi de 3,37 cm. Deve-se informar que os genotipos UFRRJ
ECBO011 e UFRRJ ECBO019 apresentaram as maiores médias para o LFO, respectivamente
de

Tabela 4. Correlacdo Fenotipica dos dados de época conjunta (verdo e inverno) para 13
variaveis avaliadas em 8 gendtipos de Lippia alba.

BFP BSP REN PRO ALT COP DRP NRio NRsp NRB CFO LFO RCL
BFP 1,0 0,84™ 0,02 047" 0,29 0,24 0,23 0,20 0,49 0,19 0,19 0,23 -0,06

BSP 1,0 0,05 0,67 0,35 0,46" 0,46" 0,43"0,54™ 0,19 0,09 0,07 0,02
REN 1,0 0,72-0,27 0,46° -0,18 0,03 -0,20 0,06 -0,12-0,45" 0,41
PRO 1,0 0,07 0,62™ 0,30 0,36 0,25 0,11 -0,02 -0,33 0,38
ALT 1,0 0,15 0,16 0729 0,38 0,02 0,16 0027 -0,14
CcoP 1,0 -0,02 044" 0,19 0,30 -0,11-0,49" 0,44"
DRP 1,0 0,16 0,51 041" -0,07 0,05 -0,13
NR1o 1,0 0,57 0,59" -0,00 -0,20 0,24
NRso 1,0 0,18 0,21 0,23 -0,05
NRB 1,0 -0,06 -0,13 0,09
CFO 1,0 0,60™ 0,38"
LFO 1,0 -0,51°
RCL 1,0

*Significativo ao nivel de 5%; **Significativo ao nivel de 1%; BFP Biomassa fresca por planta; BSP Biomassa
seca por planta; REN Rendimento de éleo essencial; PRO Producdo de 6leo essencial; ALT Altura de planta;
COP Diametro de copa; DRP Diametro de ramo principal; NR1g NUmero de ramos a 10 cm de altura; NRsp
NUmero de ramos a 50cm de altura; NRB Numero de ramos na base; CFO Comprimento de folha; LFO Largura
de folha; RCL Relacéo entre comprimento e largura de folha.

3,56 e 3,55 cm (Tabela 3). Porém, vale ressaltar, que estes genétipos nao diferiram
estatisticamente de UFRRJ ECB001, UFRRJ ECB002, UFRRJ ECB012, UFRRJ ECB018 e
UFRRJ ECB020. Os gendtipos UFRRJ ECBO015 e UFRRJ ECB005, com maior producéo de
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6leo essencial, apresentaram as menores larguras de folhas (LFO), respectivamente de 3,07
e 3,22 cm. Mas, estatisticamente, estes gendtipos ndo diferiram de UFRRJ ECBO018. Este
fato corrobora com os resultados anteriormente apresentados, ou seja, genotipos com maior
rendimento de 6leo e mais produtivos apresentaram, de forma geral, folhas menores. Ainda
em relacdo as folhas, problemas relacionados a doencas que incidem neste Orgdo se
constituem em fator limitante para a produgdo da cultura em determinadas épocas do ano.
Neste sentido, a reducdo no rendimento de 6leo essencial sera verdadeira.

Ao contrario do rendimento de 6leo essencial, a biomassa foi um fator complicador
na producéo de 6leo essencial nos gendtipos de erva-cidreira brasileira estudados. Além de
reduzidos H? (biomassa fresca e seca), a biomassa exibiu baixissimas possibilidades de
sucesso na selecdo de gendtipos vigorosos e exuberantes para a producdo de folhas. Os
indices de variacao para biomassa fresca (BFP) e seca (BSP) foram estimados em 0,13 e
0,17, respectivamente. Portanto, existe uma baixa variabilidade genética para biomassa entre
0s genotipos estudados. Tal fato pode reduzir enormemente o sucesso na selecdo de
gendtipos com alta producio de folhas. Aliado a esta condico, estimativas reduzidas de H?
para BFP e BSP tendem ainda tornar a selecdo instavel para o carater, pois, como ja
mencionado, a influéncia do ambiente foi realmente alta sobre tais varidveis. Conforme ja
mencionado e apresentado na Tabela 1, as biomassas fresca e seca ndo apresentaram
diferencgas estatisticas tanto para o tratamento quanto para a interacdo gendtipo versus época.
Estes resultados corroboram com os resultados obtidos para os coeficientes de determinacao
gendtipo e indices de variacao para o BFP e BSP (Tabela 1) discutidos anteriormente.

Na Tabela 4 é possivel observar os coeficientes de correlacdo entre as variaveis.
Nota-se, como ja esperado, que o rendimento de 6leo essencial (REN) e a matéria seca (BSP)
foram as caracteristicas que mais influenciaram a producdo de 6leo, respectivamente, com
estimativas da ordem de 0,73 e 0,67. A correlacdo entre matéria fresca (BFP) e producéo foi
estimada em 0,47. Esta estimativa pode indicar que grande parte da folha é formada por
constituintes ndao pertencentes ao 6leo essencial, como por exemplo, a prépria agua. Dessa
forma, a matéria-seca se mostra um componente de producdo mais importante do que a
mateéria fresca na estimacéo da producgdo do 6leo essencial em erva-cidreira brasileira. Por
isso, 0 desenvolvimento de descritores para a obtencdo da matéria seca € primordial para o
sucesso na selecdo de plantas, bem como permitird a comparacdo de resultados entre os
varios grupos de pesquisa em melhoramento genético da erva-cidreira brasileira. Com base
na Tabela 3, nota-se que os genotipos UFRRJ ECB005 e UFRRJ ECBO015 apresentaram 0s
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melhores resultados quanto a producdo de 6leo essencial (PRO), com razoavel destaque para
0 primeiro gendtipo citado.

Com base nos resultados aqui obtidos percebe-se a necessidade de se avaliar novos
gendtipos do quimiotipo citral, buscando-se aumentar a variabilidade genética disponivel,
principalmente as relacionadas a produgdo de biomassa. Incrementos na producéo de 6leo
essencial devem apontar ndo somente para o rendimento do 6leo essencial nas plantas, mas
também para a biomassa. E possivel observar na Tabela 4 que, praticamente, ndo houve
correlacdo entre biomassa (BFP e BSP) e rendimento de dleo (REN) (r = 0,02 e 0,05,
respectivamente). Esses resultados indicam que o incremento na biomassa pode néo afetar o
rendimento de 6leo. Porém, o incremento da biomassa é importante quando se pretende o
aumento da producdo. Vale dizer, que a falta de uma lista de descritores gerais e minimos
para a erva-cidreira brasileira se constitui também num fator complicador para a selecdo de
genotipos e para a comparacao de dados entre as instituicdes de pesquisa no Brasil. De
acordo com Allard (1971), colecdes de germoplasmas podem ser assim denominadas quando
sdo uteis ao melhorista, ou seja, quando se dispde de gendtipos devidamente caracterizados
e avaliados na colecdo. Neste sentido percebe-se a grande importancia da confeccao de uma
lista de descritores para a cultura de erva-cidreira brasileira. A hibridagéo entre gendétipos de
interesse agrondmico também se faz muito importante no melhoramento da cultura. Explorar
a heterose na erva-cidreira pode ser uma excelente estratégia quando se pretende 0 aumento
da biomassa, consequentemente, da producdo de dleo essencial. O melhoramento genético
assistido por marcadores de DNA visando a obtencdo de gendtipos com superioridade
agronémica também deve ser praticado. A obtengdo de genotipos F1 permitira, além de se
explorar a heterose, a confec¢do de mapas genéticos Uteis para a identificacdo de QTL s em
erva-cidreira brasileira. Porém, ndo se pode deixar de mencionar que aspectos basicos da
cultura ainda precisam ser aplicados ou elucidados, como, respectivamente, a sele¢do de
genotipos com estabilidade reprodutiva e os fatores que levam a alogamia na espécie. A
possibilidade de se autofecundar gendtipos em erva-cidreira brasileira pode conduzir o
melhoramento da espécie a ganhos de producdo muito superiores aos apresentados

atualmente na literatura disponivel.

3.1.6 Conclusdes

De forma geral, a producdo de 6leo essencial nos gendtipos citral de erva-cidreira

brasileira avaliados foi baixa. Porém, o genotipo UFRRJ ECBO0O05 destacou-se, em relacao
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ao seu alto rendimento de 6leo, mesmo na época mais sensivel a expressdo do caréater, no
inverno. Esse genotipo também se destacou quanto a estabilidade de producdo, ja que se
manteve entre 0s genotipos que alcancaram os maiores rendimentos nas duas épocas. O
gendtipo UFRRJ ECBO005 foi 0 mais produtivo, porém, estatisticamente, este nao diferiu do
gendtipo UFRRJ ECBO015.

No geral, os maiores rendimentos de 6leo essencial foram notados em fevereiro, no
verdo. Outros eventos como a poda na primeira época, pode ter influenciado positivamente
a producdo de 6leo essencial na segunda época, em agosto.

A variével producgdo de 6leo essencial mostrou ser mais influenciada pelo gendtipo
do que pelo ambiente. Porém, as varidveis que a compdem, divergiram quanto a esta questao.
O rendimento de 6leo foi altamente influenciado pelo gendtipo, enquanto a producéo de
biomassa apresentou resultado inverso. Por isso, a estabilidade de producéo e rendimento de
6leo durante diferentes periodos do ano pode ser alcancada. De forma geral, as variaveis que
contribuem para o aumento da biomassa nas plantas — nimero de ramos, altura de planta,
diametro de copa e biomassa fresca e seca - foram muito impactadas por questdes de
ambiente.

No presente trabalho, a biomassa se mostrou um fator complicador na selecdo de
genotipos de erva-cidreira brasileira. Primeiramente, por ser altamente influenciada por
aspectos de ambiente, e, em segunda lugar, por apresentar baixa variacao entre 0s genotipos,
a ponto de se ndo possivel, no presente trabalho, identificar genotipos estatisticamente
distintos para a producéo de biomassa.

O aumento do nimero de ramos nas plantas ndo resultou num aumento proporcional
de biomassa. Interessante observar que, no geral, 0 aumento da largura das folhas ocasionou

um decréscimo no rendimento de 6leo essencial.
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3.2 Variacgdo na Composicao e Estabilidade do Oleo Essencial em Geno6tipos de Erva-
Cidreira Brasileira

3.2.1 Resumo

A erva-cidreira brasileira (Lippia alba) € uma importante espécie usada para fins medicinais
no Brasil. A selecdo de genotipos com estabilidade na producdo dos principios ativos é
fundamental para o sucesso agricola da cultura. Portanto, objetivou-se avaliar genotipos de
erva-cidreira brasileira, quimiétipos citral, em duas épocas do ano, para se conhecer a
variacdo dos metabolitos secundarios entre e dentro dos gendtipos. O intuito foi identificar
gendtipos estaveis. Para tal, foram avaliados oito gendétipos de erva-cidreira brasileira
dispostos em delineamento em blocos casualizados. Foram extraidos o 6leo essencial por
gendtipo/parcela em fevereiro e agosto de 2016. O extrato foi submetido ao CG/DIC e ao
CG-EM, para identificacdo dos metabolitos no d6leo. Os metabdlitos majoritarios foram
submetidos a anova e teste de média. Em seguida, todos os metabdlitos foram submetidos
ao teste t a 5% de probabilidade, comparando as épocas de avaliacdo. Os dados de época
também foram submetidos a analise de agrupamento via UPGMA. Foi proposto o indice
Estabilidade Quimica do Gendtipo (EQG) afim de conhecer a estabilidade de producéo do
metabolito dentro do genotipo em relacdo as épocas. O citral, e seus isdmeros geranial e
neral mostraram estabilidade durante a época, porém, seus percentuais foram menores em
agosto. Ao todo foram notados 63 metabdlitos no 6leo essencial dos gendtipos. Cerca de
80,95% dos metabdlitos apresentaram-se em concentracdes abaixo de 0,5%. No geral,
observou-se baixa diversidade quimica entre os gendtipos. De oito genotipos, apenas um
(UFRRJ ECBO005) destacou-se quanto a estabilidade na producdo de metabdlito entre as
épocas. No geral, 23,81% dos metabdlitos identificados apresentaram as mesmas
concentracOes em fevereiro e agosto. O indice EQG variou de 97,13 a 86,22%. Todas as
analises indicaram maior estabilidade quimica para o genétipo UFRRJ ECB005.

Palavras-chave: Lippia alba, melhoramento genético, estatistica multivariada.

39



3.2.2 Abstract

The brushy matgrass is an important species for medicinal purposes in Brazil. The selection
of genotypes with stability in production of components is fundamental for the success of
the crop. Therefore, genotypes of bushy matgrass genotypes, citral chemotypes, were
evaluated at two seasons of the year to analyze the variation of the secondary metabolites
between and inside of the genotypes. The aim was to identify stable genotypes. For this
purpose, eight genotypes of bushy matgrass arranged in a randomized blocks design were
evaluated. The essential oil was extracted by genotype / plot in February and August of 2016.
The extract was submitted to GC/FID to identify the metabolites in the oil. The major
metabolites were submitted to anova and mean test. Afterwards, all metabolites were
submitted to t test at 5% probability, comparing environments of evaluation. The
environmental data were also submitted to cluster analysis via UPGMA. The Genotypic
Chemical Stability index (EQG) was proposed in order to know the stability of production
of the metabolite within the genotype in relation with environment. The citral and its
isomers, geranial and neral, showed stability during the season, however, their percentages
were lower in August. 63 metabolites were observed in the essential oil of the genotypes.
About 80.95% of the metabolites presented concentrations below 0.5%. In general, there
was low chemical diversity among the genotypes. Of eight genotypes, only one (UFRRJ
ECBO005) was noted for stability in the production of metabolite between the epochs. Overall,
23.81% of the metabolites identified had the same concentrations in February and August.
The EQG index ranged from 97.13 to 86.22%. All analyzes indicated greater chemical
stability for UFRRJ ECBO005 genotype.

Keywords: Lippia alba, Genetic improvement, multivariate statistics.
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3.2.3 Introducéo

A erva-cidreira brasileira (Lippia alba), pertencente a familia Verbenaceae, é
diploide (BRANDAO et al., 2009; SOUZA et al., 2007) com 2n = 30 Cromossomos
(PIERRE et al., 2011) e caracteriza-se por um pequeno arbusto bastante ramificado que
apresenta flores hermafroditas e modo de reproducéo preferencial aldgamo. A espécie ocorre
em praticamente todo territorio brasileiro. A erva-cidreira brasileira é bastante utilizada na
medicina popular brasileira (PASCUAL et al., 2001; PINTO et al., 2006), sendo
recomendada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) brasileira para o
tratamento de quadros leves de ansiedade e insénia, como calmante suave (ANVISA, 2009).
Hennebelle et al. (2008) relata que a erva-cidreira brasileira tem sido utilizada amplamente
na pesquisa farmacoldgica como sedativo, no tratamento de doencas do trato respiratorio,
distdrbios digestivos e cardiovasculares, doencas da pele, anemia e enxaqueca. Além disso,
possui atividades inseticida, antibacteriana e antifingica (IBRAHIM et al., 2001,
ROZWALKA et al., 2008).

A importéncia agricola da espécie esta na producdo de seu 6leo essencial, extraido
por hidrodestilacdo ou arraste a vapor, o qual contém diferentes compostos. Alguns destes,
via de regra, um, dois ou trés, ocorrem em concentracdes majoritarias no o6leo, os quais
definem o quimiétipo ou tipo quimico dos genotipos na espécie. De acordo com Hennebelle
et al. (2008), em erva-cidreira brasileira podem ser encontrados os seguintes quimiotipos:
citral, linalol e B-cariofileno (quimiétipo 1); tagetenona (quimiétipo I1); limoneno e carvona
(quimio6tipo 11); mirceno (quimiotipo 1V); y-terpeneno (quimidtipo V); canfora-1,8 cineol
(quimidtipo VI); e estragol (quimidtipo VII). Segundo Tavares et al. (2005), os compostos
majoritarios que constituem o quimiotipo de gendtipos de erva-cidreira brasileira sdo mais
influenciados por aspectos genéticos do que de ambiente. Neste sentido, a selecdo de
gendtipos com alta performance agrondmica pode ser perfeitamente alcancada, desde que
métodos de melhoramento apropriados sejam aplicados no processo de selecao.

Em programas de melhoramento de erva-cidreira brasileira, a selecdo de genoétipos
que apresentem estabilidade na expressdo dos metabdlitos secundarios no 6leo essencial
durante o ano, é especialmente importante. A estabilidade qualitativa e quantitativa do
extrato vegetal é essencial para a manutencdo da qualidade e eficiéncia da atividade
bioldgica do extrato colhido durante o ano. A previsibilidade de producdo é um aspecto

importante a ser alcangado em espécies vegetais potencialmente Uteis para a agricultura
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comercial. Até o momento, no Brasil, cultivares de erva-cidreira brasileira ndo foram
registrados e nem disponibilizados para o plantio (MAPA, 2017).

Diante do exposto, objetivou-se no presente trabalho avaliar durante duas épocas
distintas do ano, fevereiro e agosto de 2016, oito genotipos de erva-cidreira brasileira (Lippia
alba), quimidtipo citral, afim de se conhecer a variabilidade da composicao do 6leo essencial
destes gendtipos. Também buscou-se identificar os genotipos mais estaveis para producéo
de metabolitos secundarios provenientes do Oleo essencial destes, que apresentem,
simultaneamente, alta concentracdo relativa dos metabolitos majoritarios que definem o

quimidtipo citral.

3.2.4 Material e métodos

Foram analisados oito genotipos de erva-cidreira brasileira (Lippia alba)
pertencentes a Colecdo de Germoplasmas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), localizada na area experimental do Departamento de Fitotecnia, Instituto de
Agronomia da UFRRJ, no municipio de Seropédica (22° 45" S; 43° 41" W), Rio de Janeiro.
Desta Colecdo, foram selecionados oito genoétipos previamente identificados como
quimidtipo citral para compor o presente trabalho, a saber: UFRRJ ECB001, UFRRJ
ECB002, UFRRJ ECB005, UFRRJ ECB011, UFRRJ ECB015, UFRRJ ECB018, UFRRJ
ECB019 e UFRRJ ECBO020.

Os genotipos foram plantados na area experimental da UFRRJ em espagcamento 1,2
X 1,2 metros, e dispostos num delineamento em blocos ao acaso com oito tratamentos, trés
repeticdes e seis plantas por parcela. A area do experimento esta localizada ao nivel do mar,
com solo da classe dos planossolos haplicos. Conforme a classificacdo de Koppen, o clima
da regido é do tipo Aw, com alternéncia entre a estacdo chuvosa no verdo e seca durante o
inverno. As plantas foram colhidas em duas diferentes estacdes do ano, verdo e inverno,
respectivamente, na primeira e segunda quinzena dos meses de fevereiro e agosto de 2016.
Conforme dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), a temperatura média
nesses meses foi de 27,01 e 22,77° Celsius, respectivamente, com precipitacdo de 206 e 33
milimetros, e umidade relativa do ar de 75,75 e 68,50 %, respectivamente.

As folhas colhidas foram identificadas por genotipo, em cada parcela experimental
(repeticdo), e secas em estufa com circulacao de ar (Eletrolab EL 403, Brasil) a 37° Celsius
durante 48 horas, tempo suficiente para se atingir o peso constante. Em seguida, separou-se

por genotipo/parcela trés aliquotas de 30 gramas de massa seca. Cada amostra foi submetida
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a extragdo de 6leo essencial por hidrodestilacdo, mediante o uso de aparelho Clevenger
modificado em manta aquecedora (Fisatom, Brasil) durante uma hora e trinta minutos (1:30
horas). O produto da extracdo foi retirado da proveta do Clevenger utilizando-se 10 ml do
solvente CHCl,. A fase apolar do extrato foi filtrada em Na;SO4 e 0 CHCI; foi eliminado
com o auxilio de gés nitrogénio. Os dleos essenciais extraidos para cada genotipo em cada
parcela foram depositados em frascos lacrados e armazenados em freezer a 4° Celsius até o
momento da analise.

Para separar, detectar e quantificar os constituintes quimicos, foi injetado 1 uL de
amostra do 6leo essencial de cada um dos gendtipos em cromatografo gasoso (Hewlett-
Packard 5890 Series Il, USA), equipado com um detector ionizagdo de chamas (CG-DIC) e
um injetor no modo “Split” (1:20). As substancias foram separadas em uma coluna capilar
de silica fundida modelo similar DB-5 com 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum (d.i.), gerando um
cromatograma para cada gendétipo estudado em cada bloco (Figura 7). Para separar e
identificar as substancias, 1 pL de amostra foi injetado em cromatografo gasoso-
espectrometro de massa (Shimadzu QP-2010 Plus, Japdo). A identificacdo dos compostos
volateis no 6leo essencial foi baseada nos indices de retencdo linear (IRL) e os espectros de
massas das amostras, comparando com o banco de dados NIST (2008) e com o indice de
retencdo da literatura (ADAMS, 2007). O IRL foi calculado com base na injecdo das
amostras e a serie de alcanos (VAN DEN DOOL & KRATZ, 1963).

Apbs andlise, estruturou-se uma planilha contendo as concentracBes de cada
metabolito secundario (variaveis) para cada genétipo em cada uma de sua respectiva parcela
(ou repeticdo). Comparou-se via ANOVA as concentracdes de geranial, neral e citral para
cada um dos genotipos estudados, considerando as duas épocas de avaliacdo do perfil
quimico do Oleo essencial, fevereiro e agosto de 2016. Também, estimou-se 0s seguintes
parametros genéticos: coeficiente de determinacdo genotipico (H2), coeficiente de variacdo
genético (CVy) e indice de variagdo (IVg). Todos os genotipos foram também submetidos ao
teste DMS; (Diferenca Minima Significativa) para comparacdo de médias em relagdo as
concentracdes das referidas variaveis.

Posteriormente, buscou-se conhecer a estabilidade de producdo do metabdlito em
cada gendtipo, considerando as eépocas de avaliacdo. Para tal, pelo teste t para comparagéo
de médias duas a duas, comparou-se, individualmente, ao nivel de 5% de probabilidade, a

média de cada metabdlito produzido em fevereiro e agosto dentro de cada genotipo.

43



@
=1

geranial

n
bt
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|III
neral

en
=]

h
&
mirceno

=] o
o =1

w
=1

[*]
b
0-cimeno
B-terpineno
acetato de geraniol
[3-cariofileno
germacreno B

[
=
linalol

germacreno D

o

a-hurmuleno
Germacreno A

=1

epoxido de rosefurano

citronellol

s
:

o

itranellal

[

=1

n

|
[i

TIC

oxido de cariofileno

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30

Figura 7. Analise de cromatografia gasosa (DIC) do 6leo essencial extraido das folhas do genétipo de erva-
cidreira brasileira UFRRJ ECBO005.

Os resultados do teste t foram apresentados nas Figuras 8 e 9, juntamente com as
plotagens do tipo radar. Cada radar correspondeu a um gendtipo. Nas Figuras 8 e 9, foram
apresentados os radares contendo metabdlitos que tiveram, na média geral, concentracfes
relativas, respectivamente, acima e abaixo de 5%. Visualmente, os radares puderam indicar
a estabilidade de producdo dos metabolitos por gendtipo. Para tal, quanto maior a
sobreposicdo das médias do metabdlito produzido em fevereiro e agosto — respectivamente,
linha na cor preta e cinza —, maior foi a estabilidade.

Apbs as analises referentes a estabilidade dos metabdlitos, buscou-se, neste
momento, conhecer a estabilidade do gendtipo quanto ao seu perfil quimico considerando as
duas épocas de avaliacdo. De posse dos resultados provenientes do teste t, foi possivel criar
0 parametro Estabilidade Quimica do Gendtipo quanto ao perfil quimico de seu 6leo

essencial, denominada, EQG). Segue abaixo o estimador:
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1 2
EQG(y = 100 — [EE2), onde:

EQGx): Porcentagem da Estabilidade Quimica do Gendtipo;

P}: porcentagem relativa do principio ativo i com média estatisticamente instavel na época
1, desconsiderando os principios ativos geranial e neral (citral).

P?: porcentagem relativa do principio ativo i com média estatisticamente instavel na época
2 desconsiderando os principios ativos geranial e neral (citral)..

Esse parametro considera, simultaneamente, o nimero de metabdlitos secundarios
instaveis no 6leo essencial, e sua contribuicdo relativa neste mesmo 06leo. A partir das
estimativas da EQG os genétipos foram conhecidos quanto a estabilidade de seu perfil
guimico. Quanto maior for a estimativa da EQG, maior sera a sua estabilidade.

Adicionalmente, analises de agrupamento também foram realizadas afim de conhecer
a estabilidade dos gendtipos quanto ao perfil quimico de seu 6leo essencial. Para tal, todas
variaveis foram transformadas, dividindo-se cada valor por seu desvio-padrdo. Foram
analisados 16 vetores, ou seja, os perfis quimicos de fevereiro e agosto de cada genotipo.
Portanto, quanto menor for a distancia observada no dendrograma entre a avaliacdo de
fevereiro e agosto, no mesmo gendtipo, maior seré a estabilidade na composicao do éleo
essencial neste mesmo geno6tipo. Assim sendo, estimou-se a distancia euclideana entre todos
os perfis quimicos. De posse da matriz fenética, estimou-se o agrupamento via UPGMA,
obtendo-se assim a matriz cofenética. Esta matriz foi apresentada na forma de dendrograma
e heatmap. Estimou-se também o coeficiente de correlacdo cofenética entre as matrizes, que
foi testado via Mantel. O nimero de grupos 6timos no dendrograma foi obtido conforme
metodologia proposta por Kelley et al. (1996).

3.2.5 Resultados e discussao

Com base na Tabela 5, observa-se que, pelo teste F, houve diferenca estatistica
significativa ao nivel de 5% de probabilidade para a fonte de variacdo genotipos,
considerando os compostos majoritéarios (citral, geranial e neral) que definem o quimiotipo
citral no 6leo essencial dos gendtipos. De acordo com Sell (2010) a palavra citral é usada
para descrever uma mistura de dois isbmeros geométricos, geranial e neral. Na natureza,
ambos o0s isdbmeros estdo presentes em abundancia. Dos metabolitos submetidos a analise da
variancia, nao se constatou diferenca estatistica significativa para os efeitos de época e de

interacdo gendtipo versus época (Tabela 5). Yamomoto et al. (2008), trabalhando com 4
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diferentes quimiotipos de erva-cidreira brasileira, ndo encontraram variacéo na concentracéo
de geranial entre seis diferentes ambientes de cultivo. Estes autores encontraram apenas
diferencas estatisticas para o metabdlito neral. Ja Prochnow et al. (2017), observaram
alteracdes estatisticamente distintas em Aloysia triphylla tanto para o neral quanto para o
geranial nas quatro estacGes do ano.

Quanto a producdo de citral, geranial e neral, os resultados acima mencionados
indicaram que, independente da época, para cada variavel, pelo menos um genotipo
apresentou concentracdo distinta dos demais. Estatisticamente, ndo houve diferencas de
producdo entre época, considerando a média geral ou mesmo as meédias dos metabdlitos
dentro do mesmo genoétipo. Tal fato evidencia estabilidade de produgdo dos referidos
metabolitos secundarios em relacdo a época.

De forma geral, a producdo relativa de geranial foi 1,7 vezes maior que a de neral.
De acordo com Sell (2010), essas proporcoes podem ser até 1,5 vezes maior tanto para um
como para o outro metabélito. Os coeficientes de determinagdo genotipos (H?) para o citral,
geranial e neral, foram estimados em 61,84, 62,64 e 59,07%, respectivamente (Tabela 5).
Estas estimativas indicam que o efeito do gendtipo prevalece, porém, ha ainda um real aporte
de ambiente na expressdo destes metabdlitos, no qual deve ser sempre considerado e
minimizado através da selecdo de genotipos adaptados no ambiente de producdo. Dados
obtidos por Tavares et al. (2005) corroboram com os apontamentos acima referidos. Esses
autores informaram que o efeito genotipico foi mais importante do que os efeitos de
ambiente na determinacdo dos principios ativos majoritarios analisados. Porém, Kulkarni et
al. (1987), em familias de meio-irmdos de capim limdo, observaram estimativas de
herdabilidades no sentido amplo de 0,49, e no sentido restrito de 0,34 e 0,24,
respectivamente, estimadas por analises de variancia e de regressdo. Estas estimativas
apontam para uma maior influéncia do ambiente sobre a expressao do citral nas familias de
capim lim&o analisadas.

Os indices de variacdo genético (IVg) estimados para o citral, geranial e neral,
indicaram que a variabilidade genética para estes caracteres sdao um tanto quanto reduzida
ou limitada entre os gendtipos estudados. As estimativas de 1\VVg foram da ordem de 0,52,
0,52 e 0,49. Portanto, a insercdo de novos genotipos de erva-cidreira brasileira quimiotipo
citral na colecdo de germoplasma da UFRRJ é imprescindivel para a selecdo de genotipos
superiores visando o aumento da produgéo de citral, geranial e neral. Em relagdo a esses

compostos majoritarios, a variabilidade genética reduzida entre os genétipos testados pode
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Tabela 5. Resumo da anélise de variancia e parametros geneticos referente as variaveis
citral, geranial e neral, quantificadas no dleo essencial de oito genotipos de erva-cidreira
brasileira (Lippia alba) em duas épocas do ano de 2016, fevereiro e agosto, em

Seropédica, RJ.

FV QM residuo

Citral Geranial Neral
Bloco 60,09 19,20 11,53
Genotipos 64,34" 23,24" 10,56"
Epoca 34,711 3,33" 16,49"
Genotipos x éepoca  28,61™ 9,79™ 5,03™
Residuo 24,55 8,68 4,32
Média 72,32 42,39 29,93
CV(%) 6,85 6,95 6,94
H2(0) 61,84 62,64 59,07
CVow) 3,56 3,67 3,41
Vg 0,52 0,52 0,49

Legenda: QMesiquo Quadrado médio do residuo; ns diferenca estatistica ndo-significativa ao nivel de 5%
de probabilidade; ™ Diferenca estatistica a 1%; CV(%) coeficiente de variagdo experimental; ¢g
variabilidade genotipica; H2«) coeficiente de determinagdo genotipico; CVgee) coeficiente de variagdo
genético; 1\VVg indice de variagdo genético.

ser, no presente caso, perfeitamente entendida. Pode-se supor, primeiramente, que a reduzida
base genética entre os genoétipos possivelmente é decorrente da pequena area de coleta
destes, pois todos eles foram coletados no municipio do Rio de Janeiro e entorno. Outro
possivel motivo, é que o trabalho foi conduzido apenas com um sé quimiotipo, o citral. Blank
et al. (2015) encontraram alta diversidade quimica em relacdo ao 6leo essencial de erva-
cidreira brasileira, porém, estes autores trabalharam com varios quimiétipos.

De acordo com a Tabela 6, observa-se que o genétipo UFRRJ ECB019
apresentou as maiores concentragdes de citral, geranial e neral, respectivamente de 76,0,
44,37 e 31, 64%. As meédias gerais para 0s mesmos metabolitos foram estimadas em 72,32,
42,39 e 29,93%, respectivamente. Em erva-cidreira brasileira Blank et al. (2015) observaram
valores maximos de 54,63 e 32,90%, respectivamente, para o geranial e neral. O genotipo

de menor média no presente estudo foi 0 UFRRJ ECB018, com médias estimadas em 66,44,
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Tabela 6. Andlises das médias via DMS-t referentes a oito genotipos de erva-cidreira
brasileira (Lippia alba) analisados quanto a concentracéo relativa dos metabdlitos citral,
geranial e neral presentes no 6leo essencial. As médias referem-se a duas épocas do ano
de 2016, fevereiro e agosto, em Seropédica, RJ.

Genotipos Citral Geranial Neral
UFRRJ ECB001 75,812 44,328 31,492
UFRRJ ECB002 73,59ab 43,37ab 30,22ab
UFRRJ ECB005 70,15ab 41,11ab 29,04ab
UFRRJ ECBO011 74,37ab 43,718 30,66ab
UFRRJ ECBO015 71,92ab 42,33ab 29,59%b
UFRRJ ECBO018 66,44b 38,66b 27,77b
UFRRJ ECBO019 76,012 44,372 31,642
UFRRJ ECB020 70,32ab 41,28ab 29,04ab

Legenda: médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste DMS-t ao
nivel de 5% de probabilidade.

38,66 e 27,77%, respectivamente para o citral, geranial e neral. Considerando as variaveis
citral, geranial e neral, estatisticamente pelo teste DMS-t, 0 genétipo UFRRJ ECB019 diferiu
apenas do UFRRJ ECBO018.

Ao todo foram identificados 63 metabdlitos secundarios diferentes nos oOleos
essenciais dos oito genétipos de erva-cidreira brasileira analisados (Figuras 8, 9 e 10). Dos
principios ativos identificados, aproximadamente 19,05% (ou 12 metabdlitos) tiveram sua
média geral igual ou superior a 0,5%. Os demais, 51 metabdlitos (80,95%), apresentaram
médias gerais de concentracdo relativa inferiores a 0,5% (Figura 9). Blank et al. (2015)
identificaram 33 compostos no 6leo essencial de diferentes quimiotipos de erva-cidreira
brasileira. Mesa-Arango et al. (2009) identificaram 58 compostos em genétipos de dois
quimidtipos de erva-cidreira brasileira, carvona e citral. Tavares et al. (2005) identificaram
29 principios ativos no 6leo essencial de genotipos de trés quimidtipos de erva-cidreira
brasileira.

Muitos metabolitos tiveram a sua expressao influenciada por fatores de ambiente.
Considerando os metabdlitos acima de 0,5%, apenas o linalol e o germacreno D (Figura 8)
ndo apresentaram diferencas de concentragdo entre fevereiro e agosto, quando aplicado o
Teste t para comparacdo de médias duas a duas em cada um dos gendtipos analisados. Em

relacdo aos metabolitos com média geral de ocorréncia abaixo de 0,5% (Figura 9), ndo houve
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diferengas estatisticas de concentracdo, pelo Teste t, apenas para o-tujeno, geraniol, O-
cimeno, 1-octen-3-ol, B-farneseno, acetato de nerila, limoneno, citronelal, hexanol, eugenol,
germacra-4(15)5,10(14) trien-o-ol, N-nonaral e geraniol. Diante do exposto, no geral,
percebe-se que cerca de 23,81% dos metabdlitos secundarios presentes no 6leo essencial de
erva-cidreira brasileira apresentaram as mesmas concentracfes médias tanto em fevereiro
quanto em agosto de 2016. Tal fato evidencia a estabilidade de producdo para estes
principios ativos, considerando, logicamente, os genotipos avaliados nas condicGes
edafoclimaticas de Seropédica, RJ. Devido a esta estabilidade, supde-se que a selecdo de
plantas de erva-cidreira brasileira dirigida ao aumento ou reducdo dos referidos principios
ativos pode ser bem-sucedida em programas de melhoramento genético da espécie.
Aumentos nestes percentuais de estabilidade podem ser obtidos pela selecdo de gendétipos
adaptados para tal. Por isso, colecbes de germoplasma de erva-cidreira brasileira
corretamente caracterizadas e avaliadas em diferentes épocas do ano sdo imprescindiveis
para se alcancar sucesso na busca por genétipos com melhor performance agronémica em
relacdo aos aspectos quimicos aqui discutidos.

Nota-se nas Figuras 8 e 9 que houveram gendétipos que apresentaram maior
estabilidade de producdo de principios ativos em relacdo a outros. Dessa forma, é notorio
observar que 0s genétipos comportam-se de forma diferente aos estimulos do ambiente, em
relacdo a expressdo de seus metabolitos no 6leo essencial. Possivelmente, em alguns
genotipos, os fatores genéticos tem contribuido mais efetivamente do que os de ambiente se
0s gendtipos UFRRJ ECB005, UFRRJ ECB015 e UFRRJ ECB020 como 0s mais estaveis.
Essa suposicdo se da em funcéo da percepc¢do visual de seus respectivos radares (graficos)
nas Figuras 8 e 9. Nos radares dos referidos gendtipos € possivel notar uma maior
sobreposicao das médias (linhas) referentes aos meses de fevereiro e agosto em relacdo aos
demais genotipos.

A média geral do parametro Estabilidade Quimica do Gendtipo (EQG), em
porcentagem, foi estimada em 67,55%. Este mesmo parametro foi obtido para os genotipos
individualizados. Em ordem decrescente, os gen6tipos mais estaveis foram: UFRRJ ECB005
(89,80%), UFRRJ ECBO002 (80,72%), UFRRJ ECBO015 (78,01%), UFRRJ ECBO020
(70,11%), UFRRJ ECBO019 (68,14%), UFRRJ ECBO018 (61,69%), UFRRJ ECB001
(48,58%) e UFRRJ ECBO011 (43,30%).
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Diante do exposto, pode-se observar que o genoétipo UFRRJ ECBO005 apresentou
tanto uma percepcdo visual de estabilidade (Figuras 8 e 9), quanto a maior estabilidade via
EQGw). Tal fato aponta para um alto potencial genético deste genotipo, em relacdo a sua
estabilidade para producao de principios ativos no 6leo essencial na regido de Seropédica,
RJ, e entorno.

Para uma verificagdo mais detalhada sobre a estabilidade de producéo de metabdlitos
nos genotipos UFRRJ analisados, realizou-se uma andlise de agrupamento dos perfis
quimicos obtidos individualmente por época dentro de gendtipo (Figura 10). Neste caso,
quanto menor for a distancia observada no dendrograma da Figura 10 - entre a avaliacdo de
fevereiro e agosto, no mesmo genotipo -, maior seré a estabilidade na composicdo do 6leo
essencial (neste mesmo gendtipo). Portanto, no presente caso, a variagdo intra-gendtipo ndo
é pretendida ou, no minimo, deve ser sempre minimizada.

De acordo com Kelley et al. (1996) no dendrograma da Figura 10, houve a formacéo
de trés grupos estatisticamente distintos. A correlacdo cofenética entre a matriz de distancia
euclideana e a matriz fenética via UPGMA foi estimada em 0,91, sendo estatisticamente
significativa pelo teste de Mantel. No dendrograma (Figura 10), nota-se que o grupo | alocou
todos os perfis quimicos obtidos nas avaliacdes de fevereiro, incluindo neste, todos os
genotipos avaliados, excecdo apenas do UFRRJ ECBO005. O grupo Il foi muito semelhante
ao grupo I, com uma diferenca, agrupou apenas os perfis quimicos dos 6leos essenciais
analisados em agosto. O grupo 11l foi formado apenas pelo gen6tipo UFRRJ ECBO005,
agrupando os perfis quimicos referentes as andlises do seu 6leo essencial extraido e
caracterizado em fevereiro e agosto de 2016.

Com base nos resultados apresentados na Figura 10, nota-se que, dentre todos os
gendtipos analisados, apenas 0 UFRRJ ECBO005 foi alocado no mesmo grupo. Conclui-se,
portanto, que o UFRRJ ECBO005, entre todos 0s gendtipos, apresentou a maior estabilidade
guanto a composicao quimica do 6leo essencial produzido no més de fevereiro e no més de
agosto de 2016. Estes resultados corroboram com os resultados ja obtidos e apresentados
anteriormente neste trabalho. Em programas de melhoramento de erva-cidreira brasileira,
cujo objetivo é o fornecimento de matéria-prima para producdo de medicamentos
fitoterapicos, a analise de todo o perfil quimico do Oleo essencial nos genotipos, €
especialmente importante. De acordo com a RDC n° 26, de 13 de maio de 2014 (BRASIL,
2014), sdo considerados medicamentos fitoterapicos os produtos obtidos com emprego

exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em
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evidéncias clinicas e que sejam caracterizados pela constancia de sua qualidade. Ainda
conforme a RDC n° 26 (BRASIL, 2014) um medicamento fitoterapico ndo pode ser
constituido por substancias ativas isoladas ou altamente purificadas associada ou ndo a
outros extratos, vegetais ou de qualquer outra fonte. Portanto, a selecdo de gendtipos de erva-
cidreira brasileira estaveis para producao de 6leo essencial e de seus constituintes quimicos
que o compdem ¢é essencial para o cumprimento da legislacdo brasileira, no sentido de
manter a sua eficiéncia e eficacia do extrato produzido pelos genétipos ao longo do ano. Néo
se pode deixar de mencionar também que principios ativos em baixas concentra¢es também
podem interferir ou até definir a atividade bioldgica de um extrato vegetal qualquer.

A ocorréncia de perfis quimicos provenientes de um periodo ou outro de avaliacdo
em um sé grupo no dendrograma da Figura 10 — grupo | e Il, respectivamente agosto e
fevereiro - indica uma reduzida variabilidade genética para a maioria dos genotipos de erva-
cidreira brasileira analisados. A baixa variabilidade genética quanto a composi¢do quimica
do 6leo entre gendtipos ndo é pretendida, pois denota 0 mesmo comportamento fenotipico
entre gendtipos diferentes. Esses resultados corroboram com os resultados obtidos para 0s
indices de variacdo (Tabela 5), ja discutidos anteriormente. Basicamente, 0 agrupamento
ocorreu conforme época de avaliacdo, excecao para o genétipo UFRRJ ECB005.

No geral, as médias de distancia entre os genotipos no grupo | e Il foram muito
semelhantes. Em fevereiro, 0s gendtipos mais proximos quanto ao perfil quimico foram os
UFRRJ ECBO011 e UFRRJ ECBO001. Ja em agosto, 0s mais préximos foram os genotipos
UFRRJ ECB011 e UFRRJ ECBO019, porém, o UFRRJ ECBO001 ainda manteve uma das
menores distancias com o UFRRJ ECBO011. Em todo caso, ndo hd uma tendéncia dos
genotipos mais distantes em um grupo serem 0s mais distantes em outro grupo, e vice-versa.
Sem duavida, o gendtipo UFRRJ ECBO005 foi 0 mais divergente, independente da época de
avaliacdo. Apesar do geno6tipo UFRRJ ECBO005, dentre todos os demais genotipos, mostrar-
se mais estavel, a reducdo da distancia entre os perfis quimicos de fevereiro e agosto deve
ser ainda pretendida.

No heatmap da Figura 10 pode-se observar claramente que as concentracdes de
geranial e neral foram muito superiores as concentracfes dos demais metabdlitos. No
histograma localizado no canto esquerdo superior da Figura 10, é possivel observar que a
maior parte dos metabolitos ocorre em concentracgdes inferiores a 0,5%. Concentracdes entre

10 e 15% foram mais raras.
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No presente trabalho, foi possivel notar que alguns metabdlitos mostraram ser
bastante influenciados pela época do ano em que s&o produzidos, conforme ja mencionado
anteriormente. Quando se compara as caracterizacdes quimicas realizadas em fevereiro e
agosto de 2016 (heatmap da Figura 10), excluindo-se o gendtipo UFRRJ ECBO005, observa-
se que os metabdlitos B-germacreno, y-elemeno, n-nonanal, a-necrodol (na por¢éo superior
do heatmap, segundo retangulo da esquerda para a direita), citronelol, acetato de éxido de
linalol, exo-isocitral, epoxi-ocimeno, 3-octanol, cubebol (na porcéo superior do heatmap,
terceiro retangulo da esquerda para a direita) foram expressos somente em agosto de 2016,
portanto, ausentes em fevereiro do mesmo ano. Ja os metabdlitos epdxido de humuleno 11,
germacra-4(15)5,10(14) trien-a-ol, B-cubebeno, eugenol, cariofila-dien-5-a-0l, B-
gurjuneno, pinocarveol, a-copaeno, o -muuroleno (na porcao inferior do heatmap, primeiro
retingulo da esquerda para a direita), Epi-cariofileno, vulgarone B, delta-cadineno,
epoximirceno, a-santalol e trans-verbenol (na por¢éo inferior do heatmap, segundo retangulo
da esquerda para a direita) foram ausentes em agosto de 2016, e presentes em fevereiro do
mesmo ano. Portanto, cerca 14,29% dos metabolitos detectados em erva-cidreira brasileira,
foram produzidos somente no més de agosto de 2016, e, aproximadamente, 26,98%, foram
produzidos somente em fevereiro 2016. Destes metabolitos, apenas o pinocarveol e o a-
copaeno foram ausentes para UFRRJ ECBO005 nas duas épocas de avaliacdo, enquanto que
0 metabdlito germacreno-D-4-ol esteve presente apenas no referido gendtipo. Os compostos
0-cimeno e B-germacreno se destacaram no genétipo UFRRJ ECBO005, tanto em relacdo
quanto a sua alta expressao, quanto na sua estabilidade. Tal fato demonstra a divergéncia
genética do UFRRJ ECBO005 em relacao aos demais genotipos.

Os resultados aqui obtidos sdo de grande importancia para programas de
melhoramento genético da erva-cidreira brasileira. Estes resultados demonstraram que é
possivel selecionar gendtipos com 6leo essencial contendo perfis quimicos estaveis
produzidos em diferentes épocas do ano. Esta estabilidade se da em principios ativos com
altas ou baixas concentracGes. Também, a caracterizacdo e avaliacdo de genotipos com alta
producdo e rendimento de 6leo, bem como estabilidade de producdo de principios ativos
devem ser alvos de programas de melhoramento genético da erva-cidreira brasileira. A
implementacao de descritores morfoagrondmicos para a espécie € ainda um grande gargalo,
bem como os mecanismos genéticos que levam a alogamia na espécie, visto que hibridagoes
futuras deverdo ser realizadas afim de que se possa estudar com maior nivel de detalhe a

influéncia genética e de ambiente sobre a producdo de cada principio ativo. Entender o
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mecanismo de reproducgdo na espécie também seré de grande importancia para obtencédo de
hibridos e, portanto, para a exploracdo da heterose ou vigor hibrido na cultura. O genétipo
UFRRJ ECBO005 apresentou a maior estabilidade de producdo de principios ativos durante
0s periodos de avaliacdo em 2016. Este genoétipo também foi estatisticamente igual ao
genotipo com maior concentragéo relativa de citral (geranial e neral). Portanto, este material
genético se desponta como promissor, tanto para testes em campo, quanto para ser envolvido

em futuras hibridacGes em programas de melhoramento genético da erva-cidreira brasileira.

3.2.6 Conclusbes

Em relacdo a diversidade quimica do 6leo essencial dos genétipos UFRRJ analisados,
constatou-se que esta foi reduzida. De oito gen6tipos de erva-cidreira brasileira analisados,
quimidtipo citral, apenas 01 (um) (UFRRJ ECBO005) se destacou quanto a sua estabilidade
de producao de principios ativos entre as épocas estudadas. Este mesmo genotipo apresentou
alta concentragdo relativa de geranial e neral, compostos que definem o quimi6tipo em
estudo. Portanto, recomenda-se o gen6tipo UFRRJ ECBO005 como genitor em programas de
melhoramento genético que visam a producdo de hibridos estaveis para a producdo de

metabdlitos secundarios.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Os gendtipos UFRRJ ECBO005 e UFRRJ ECBO015, ambos quimidtipo citral,
apresentaram rendimentos de Oleo essencial satisfatorios nas duas épocas de avaliagéo,
sendo os mais promissores. Quanto a producédo de 6leo essencial 0os gendtipos apresentaram
médias 0,31 e 0,29¢g de 6leo essencial por planta.

A influéncia genética prevaleceu na caracteristica rendimento de 6leo essencial, que
pode ser usada como parametro para selecdo indireta. O rendimento médio de 6leo essencial
caiu no inverno em relacéo ao verao, sendo que o genétipo UFRRJ ECBO015 foi 0 que menos
variou entre as duas épocas. A producdo de 6leo essencial aumentou no inverno por conta
da maior quantidade de biomassa produzida pelos genétipos. Folhas menos compridas
exibiram tendéncia a apresentar maior rendimento de 6leo essencial.

O gendtipo UFRRJ ECBO012 foi desconsiderado para a caracterizacdo quimica do
o6leo essencial dos genotipos avaliados, pois, por se diferenciar muito dos demais e apresentar
elevada instabilidade, poderia prejudicar as analises realizadas. Dessa forma, considerando
8 genotipos de erva-cidreira brasileira, todos de quimidtipo citral, quanto a sua qualidade
quimica e estabilidade entre duas épocas de avaliacéo, apenas 1 (um) (UFRRJ ECBO005) se
destacou. Este genotipo que apresentou elevada estabilidade quimica também foi o que
apresentou maiores médias de rendimento e de producdo de 6leo essencial, se colocando,
dessa forma, como o gendtipo mais promissor do presente estudo. A estabilidade do perfil
quimico do 6leo essencial do gendtipo UFRRJ ECBO005 foi estimada em 89,80%. Esse
mesmo parametro variou entre 43,30 a 80,72% nos demais genotipos, sendo a média geral
igual a 67,55%.

Todos os gendtipos avaliados apresentaram médias da porcentagem relativa de citral
acima de 65% em seu 0leo esséncia, sendo que, a maior media foi do genétipo UFRRJ
ECBO019 (76,01%). Nenhum dos 8 genotipos avaliados sofreu alteracdes significativas
quanto a producdo de citral em seu 6leo essencial entre as duas épocas de avaliacdo. O
genotipo UFRRJ ECBO005 além de apresentar maior rendimento de 0leo essencial e maior
estabilidade quimica, também apresentou alta concentracdo relativa de citral compondo o
seu Oleo essencial (70,15%). Portanto, recomenda-se o gen6tipo UFRRJ ECB005 como
genitor em programas de melhoramento genético que visam a producéo de hibridos estaveis

para a producéo do principio ativo citral.
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