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“Quantos anos uma montanha pode existir

Antes que ela seja dissolvida pelo mar?

E quantos anos algumas pessoas podem existir
Até que sejam permitidas a serem livres?

E quantas vezes um homem pode virar sua cabeca
E fingir que ele simplesmente ndo vé?

A resposta, meu amigo, esta pairando ao vento
A resposta esta pairando ao vento

E quantas vezes um homem precisara olhar para cima
Antes que ele possa ver o céu?

E quantas orelhas um homem precisara ter

Antes que ele possa ouvir as pessoas chorarem?

E quantas mortes ele causard até saber

Que pessoas demais morreram?

A resposta, meu amigo, esta pairando ao vento
A resposta esta pairando ao vento”
(Bob Dylan)
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RESUMO

O alecrim-pimenta (Lippia sidoides) € uma planta medicinal com importante
atividade antisséptica e antimicrobiana. A planta é considerada como
prioritaria para conservagdo e manejo. Dessa forma, o mapeamento e a
caracterizagdo dos locais de ocorréncia da espécie sao essenciais para a
formulagdo de estratégias de conservagdo. Outro ponto importante é a
implantacdo de um banco de germoplasma in vivo, que possibilite o
desenvolvimento de estudos de crescimento, modo de reprodugdo e de
divergéncia genética com diversos acessos da espécie e, consequentemente,
gera informagbes imprescindiveis para definicho de estratégias de
conservagdo e melhoramento genético. Assim, os objetivos da presente
pesquisa foi caracterizar os locais de ocorréncia de populagdes de alecrim-
pimenta, avaliar o comportamento agrondmico e a divergéncia genética de
acessos da espécie, além de determinar o modo de reprodugdo da espécie.
Foram amostradas 18 populagdes nas regides norte de Minas Gerais e Vale
do Jequitinhonha entre fevereiro de 2010 e janeiro de 2011. Em cada
expedicdo, foram registradas as coordenadas geograficas e coletadas
amostras de solo, folhas e estacas para propagacdo. O experimento
agronémico foi desenvolvido no Instituto de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG), Montes Claros -MG. Os
acessos foram avaliados no delineamento experimental de blocos
casualizados, com 14 acessos de L. sidoides e trés repeticdbes. Como dois
acessos morreram, apenas doze foram submetidos a analise eletroforética de
isoenzimas em gel de amido, visando a analisar a sua divergéncia genética.
Os acessos foram agrupados seguindo o método de Tocher. Para a andlise
do modo de reprodugao, foram utilizadas 30 flores coletadas de plantas
matrizes no Horto Medicinal do ICA/UFMG. Conforme o estudo
ecogeografico, os acessos se encontram entre as coordenadas 15°38'31.00"
e 18°24'31.70" de latitude Sul e 42°15'47.90" e 44°16'5.30" de longitude
Oeste, com altitude média de 820m, variando entre 564 e 1264m. O teor de
6leo essencial dos acessos, em ambiente natural, apresentou uma média de
3,40%, variando entre 0,28 e 7,78%. Aproximadamente 78% e 67% das
populagdes ocorreram em solo distréfico e com acidez elevada a média,
respectivamente. Os locais de ocorréncia de todos os acessos apresentaram
niveis muito baixos de fésforo. Em relacdo a matéria orgénica, os niveis
variaram entre médio e bom. As regides amostradas apresentaram solos com
textura arenosa a média. Quanto ao bioma, 78% dos acessos ocorrem em
regibes de Cerrado, 11%, em zonas de transicdo entre Cerrado e Mata
Atlantica e 11%, em Mata Atlantica. Aproximadamente 94% dos acessos se
encontram em regides de clima tropical quente e subquente, variando entre
semiarido e semiumido. Em relagdo a precipitagdo, as regides amostradas
apresentam valores médios anuais menores que 1000mm (17%), 1000 —
1200mm (50%), 1200 — 1500mm (22%) e maiores que 1500mm (11% das
regibes). A avaliagdo agrondmica mostrou que os acessos apresentaram
diferencas significativas para as caracteristicas: altura de planta, numero de
folhas, diametro do caule, fitomassa fresca e seca e produgdo de o6leo
essencial. Em relagdo ao modo de reprodugcdo da espécie, a relagao
polen/évulo de L. Sidoides foi 1553 + 443 grdos de podlen por dvulo. Os



resultados da divergéncia genética mostraram que os acessos ICA-05 e ICA-
08 foram os mais dissimilares, enquanto ICA-08 e ICA-12 apresentaram a
maior similaridade, pelos dados isoenzimaticos. A divergéncia genética por
meio dos dados agrondmicos apresentou ICA-02 e ICA-09 como 0s acessos
mais similares e ICA-10 e ICA-12 como os menos similares. Com base nos
resultados, conclui-se que grande parte dos acessos amostrados de L.
sidoides ocorre naturalmente em solos mais pobres e acidos, em vegetacao
tipica do Cerrado, com climas quentes, em regides com diferentes niveis de
precipitacdo e grande variacdo de altitude. Os acessos ICA-12, ICA-11, ICA-
01, ICA-07, ICA-06 e ICA-04 se mostram como os mais promissores para
producao de fitomassa e 6leo essencial, enquanto que o acesso ICA-10 foi o
menos promissor. Os resultados de teor de timol evidenciam o significativo
potencial do acesso ICA-05. A razao pdlen/évulo evidencia que a L. sidoides
€ aldbgama facultativa. Observa-se grande variabilidade genética nos acessos
estudados.

Palavras-chave: Conservagéo in situ.Variabilidade genética. Caracterizagédo
agrondmica. Isoenzimas. Relagéo pdélen/évulo. Plantas medicinais.



ABSTRACT

The "alecrim-pimenta" (Lippia sidoides) is a medicinal plant with important
antiseptic and antimicrobial activity. The plant is considered as prioritary to
conservation and management. Another important point is the implantation of
an in vivo germplasm bank, which enables the development of studies of
growth, reproduction mode and genetic diversity with several accessions of
the specie and, consequently, generates essential information to define
conservation strategies and genetic improvement. Therefore, the objective of
this study was to characterize the sites of occurrence of the populations of
alecrim-pimenta, evaluate the agronomic behavior and the genetic divergence
of species accessions, and also determine the reproduction mode of the
specie. Eighteen populations were sampled in the north of Minas Gerais
regions and Jequitinhonha Valley between February 2010 and January 2011.
On each expedition were recorded the geographic coordinates and
collectedsamples of soil, leaves and cuttings to propagation. The agronomic
experiment was carried out in the Instituto of Ciéncias Agrarias of
Universidade Federal of Minas Gerais (ICA/UFMG), Montes Claros, Minas
Gerais State. The accessions were evaluated on the experimental design of
randomized blocks design, with 14 L. sidoides accessions with three
replications. As two accessions had died, only twelve were analyzed through
isoenzymes electrophoresis in starch gel, aiming to analyze its genetic
divergence. The accessions were clustered following Tocher’s method. To the
reproduction mode analysis, 30 flowers were collected from stock plants in
medicinal vegetable garden of ICA/UFMG were used. According to the
ecogeographic study, the accessions are between the coordinates
15°38'31.00" e 18°24'31.70" of South latitude and 42°15'47.90" and
44°16'5.30" West longitude, with an average altitude of 820m, ranging from
564 and 1264m. The essential oil content of the accessions in natural
environment presented an averageof 3.40%, ranging between 0.28 and
7.78%. Approximately 78% and 67% of the populations occurred in dystrophic
soil with high to medium acidity, respectively. The sites of occurrence of all
populations presented very low levels of phosphorus. In relation to organic
matter, the levels ranged between medium and good. The sampled regions
presented sandy and medium soils. As for the biome, 78% of the populations
occur in the Cerrado regions, 11% in areas of transition between Cerrado and
Atlantic Forest and 11% in Atlantic Forest. Approximately 94% of the
populations are in the tropical warm and under warm tropical, ranging from
semiarid and semihumid. In relation to the precipitation, the sampled regions
have annual average values less than 1000mm (17%), 1000 — 1200mm
(50%), 1200 — 1500mm (22%) and higher than 1500mm (11% of the regions).
The agronomic evaluation showed that the accessions presented significant
differences to the variables: plant height, amount of leaves, stalk diameter,
fresh and dry phytomass and essential oil production. In relation to the
species reproduction mode, the pollen/ovule ratio of L. Sidoides was 1553 %
443 pollen grains per ovule.The results of the genetic divergence showed the
accessions ICA-05 and ICA-08 were the most dissimilar, while ICA-08 and
ICA-12 presented the highest similarity by the isoenzymatic data. The genetic
divergence by the agronomic data presented ICA-02 and ICA-09 as the most
similar accessions and ICA-10 and ICA-12 as the lowest. Based on the



results, it can conclude that the most of the sampled populations of L.
sidoides occur naturally in poor and acid soils, in typical vegetation of
Cerrado, with warm weathers, in areas with different precipitation levels and
great variation in altitude. The accessions ICA-12, ICA-11, ICA-01, ICA-07,
ICA-06 and ICA-04 show itself as the most promising to the yield of
phytomass and essential oil, while ICA-10 was the less promising accession.
The results of thymol content evidenced the significant potential of accession
ICA-05. The pollen/ovule ratio indicates that the specie is facultative
alogamous. It was observed high genetic variability in the studied accessions.

Keywords: In situ conservation. Genetic variability. Agronomic
characterization. Isoenzymes. Pollen/ovule ratio. Medicinal plants.
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CAPITULO 1 — REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUGAO

Desde a antiguidade os homens buscam, na natureza, recursos para
aumentar a sua longevidade e, com observacdes, descobriram diversas
propriedades e efeitos de algumas plantas, o que contribuiu para que os
primeiros observadores da natureza elevassem as plantas a categoria de
entidades divinas. Com isso, 0 homem aprendeu a tirar proveito dos recursos
naturais. No Brasil, antes da chegada dos europeus ja havia o uso das
plantas medicinais pelos indigenas, que transmitiram o conhecimento e os
usos das ervas locais as geragdes seguintes (LORENZI; MATOS, 2008).

Segundo Ming et al. (2003), o uso de plantas como medicamento vem
aumentando dia a dia em todo o mundo, realidade que também é bastante
visivel no Brasil. Por diversos motivos, sejam de ordem médica, social,
cultural, econbmica ou filoséfica, as plantas medicinais tém sido opgao
terapéutica para uma parcela crescente da populagdo brasileira, rural ou
urbana.

Dados da Organizacdo Mundial de Saude mostram que 80% da
populagao mundial fizeram uso de algum tipo de erva na busca de alivio de
alguma sintomatologia nos ultimos tempos (MARTINS et al., 2000).

As substancias medicinais naturais usadas em farmacias populares em
todo o mundo continuardo contribuindo para a saude, como tem feito ha
milhares de anos, entretanto, ha muitos obstaculos para a sua exploragao e o
seu uso generalizado (TOMLINSON; AKERELE, 1998), tais como: poucas
iniciativas e/ou experiéncias no cultivo de plantas medicinais nativas e falta
de informacgdes técnicas para o cultivo (MING et al., 2003). Dessa forma,
estudos agrondmicos referentes ao espagamento de plantio, a adubacéo, a
irrigacdo, a propagacéo, etc, sao significativamente relevantes para superar
esses obstaculos.

Lippia sidoides & um subarbusto nativo na regido norte de Minas
Gerais e no Vale do Jequitinhonha, além do Nordeste brasileiro. A espécie

apresenta o6leos essenciais que sao utilizados comercialmente e conferem
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propriedades farmacolégicas importantes, principalmente como antisséptico e
antimicrobiano. Devido a sua grande importancia, L. sidoides foi incluida em
programas de fitoterapia e listada na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao Sistema Unico de Saude (Renisus), além de ser considerada
como uma das sete espécies prioritarias da Caatinga para conservagéo e
manejo (VIEIRA; SILVA, 2002). A planta vem sendo cultivada, no entanto a
variabilidade genética da espécie ndo tem sido explorada, uma vez que se
percebe grande ocorréncia da mesma em estado nativo, com aparente
variabilidade quimica, mas sem que se conheca o seu real potencial quimico
ou agronOmico. Assim, a presente pesquisa, como parte inicial do programa
local de "Conservagdo de Recursos Genéticos de Lippia sidoides", visou a
conhecer € a avaliar a diversidade da espécie no norte de Minas Gerais e no
Vale do Jequitinhonha, subsidiando a domesticagédo e o melhoramento para a
produgdo de o6leo essencial. Para isso, objetivou-se localizar e coletar
amostras de populagdes da espécie no norte de Minas Gerais e no Vale do
Jequitinhonha, realizar levantamento ecogeografico, montar banco ativo de
germoplasma in vivo, avaliar o crescimento dos acessos, determinar o teor de
6leo essencial e de timol no 6leo, identificar o modo de reprodugao da
espécie e avaliar a divergéncia genética, por meio de marcadores

isoenzimaticos e dados agronémicos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais no tratamento e na cura de enfermidades
existe desde a antiguidade. Ainda hoje, sdo comercializadas em feiras livres,
mercados populares e encontradas em quintais residenciais (MACIEL ef al.,
2002). Dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) mostram que 80%
da populagdo mundial dependem da medicina tradicional para as suas
necessidades primarias de saude (MARTINS et al.,, 2000). Apesar de nao
terem todos os seus constituintes quimicos conhecidos, diversas espécies

sdo prescritas com frequéncia, devido aos efeitos medicinais que produzem.
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Esses efeitos sdo conhecidos com base em observagdes populares, fato
esse que contribui significativamente para a divulgagdo das virtudes
terapéuticas dos vegetais (MACIEL ef al., 2002). Esses autores afirmam que
esse tipo de cultura medicinal desperta, de maneira indireta, o interesse de
pesquisadores em estudos envolvendo diversas areas, enriquecendo os
conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural (a flora mundial).

Segundo Ming et al. (2003), o uso de plantas como medicamento vem
aumentando dia a dia em todo o mundo, realidade que também é bastante
visivel no Brasil. Por diversos motivos, sejam de ordem médica, social,
cultural, econbmica ou filoséfica, as plantas medicinais tém sido opgao
terapéutica para uma parcela crescente da populagao brasileira, rural ou
urbana.

Além do aspecto social, que envolve o largo uso das plantas pelas
populagdes, ha que se destacar a importancia econdmica dessas espécies,
tanto para as industrias farmacéuticas, quanto para os agricultores. A maior
parte das espécies utilizadas & nativa, obtida por meio do extrativismo, sem o
uso de manejo sustentado. Somente algumas espécies medicinais sao
cultivadas e, quase sempre, em pequena escala (MING, 1998). E
interessante destacar que a maior parte dessas espécies é coletada e nao
cultivada, situagdo que deveria ser incomum, ainda mais pelo momento em
que as tecnologias agricolas de produgédo estdo avangadas. Porém poucas
sdo as iniciativas e/ou experiéncias no cultivo de espécies medicinais nativas
(MING et al., 2003). Esses autores ainda exemplificam casos de espécies;
Tabebuia impetiginosa, Pfaffia glomerata, Maytenus ilicifolia, Polygonum
acre, Myrcia multiflora, Echinodorus macrophyllus, que sdo exportadas pelo
Brasil e ndo apresentam areas de cultivo registradas, o que supde que essas

plantas s&o obtidas por extrativismo.
2.1.1 Domesticacado de espécies medicinais
A domesticagdo das plantas € um processo em que, por meio da

selegdo, alguns tipos mais apropriados para as necessidades ou interesses

do ser humano sao favorecidos, com o objetivo de tornar essas populagdes
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mais Uteis ao mesmo. Essa domesticagado vai desde populagdes naturais de

plantas em seu ambiente natural at¢é uma monocultura com um Unico
genodtipo, passando por varias situagbes intermediarias ou diferentes
intensidades de alteragbes genéticas e da paisagem (REIS et al., 2003).

O manejo sustentado ou a domesticacdo e desenvolvimento de
tecnologias de cultivo sdo as acbes mais urgentes para a conservacédo dos
recursos genéticos das espécies ja ameacadas, visando livra-las da
constante pressao do extrativismo desordenado (SCHEFFER et al., 1998).

O cultivo e, especialmente, o extrativismo sdo duas estratégias basicas
para a obtengdo de matéria-prima de plantas medicinais. A primeira se refere
ao cultivo propriamente dito e a segunda se constitui na possibilidade da
retirada do produto diretamente do ambiente natural (REIS et al., 2003).
Ainda de acordo com esses mesmos autores, nem todas as espécies sdo
facilmente domesticadas para a adaptagdo a um cultivo em regides
diferentes. Plantas que se implantam em pleno sol em areas descobertas ou
degradadas ou que se desenvolvem em locais em fase de recuperagéo,
como Achyrocline satureioides, Bauhinia forficata, espécies dos géneros
Baccharis, Mikania e Croton, permitem o uso de estratégias de cultivo para a
obtencéo de fitoprodutos. Porém, torna-se dificil a exploragdo intensiva de
espécies cujas caracteristicas ecologicas ndo permitem alteragcdes na
paisagem, como Ocotea odorifera, Cissampelos pareira, Copaifera
langsdorffi, dentre outras, que séo tipicamente climaxicas, tornando o cultivo
convencional muito dificil.

A possibilidade de cultivo de plantas medicinais implica no dominio
tecnolégico de todas as etapas de desenvolvimento da espécie. Assim, a
estratégia de obtencdo de fitomassa requer conhecimentos sobre a
propagacao, a adaptacdo ao ambiente de cultivo, a forma de crescimento,
senescéncia, etc.. Um ponto importante a ser considerado é a relagdo da
producdao de fitomassa com a qualidade da planta, pois, além da
produtividade 6tima, o rendimento dos principios ativos € que define o
potencial medicinal da espécie (REIS et al., 2003).
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2.1.2 Produciao de plantas medicinais

Ha grande volume de informagbes de plantas medicinais sendo
produzido pela pesquisa, o que poderia levar a medicamentos eficazes de
baixo custo. No entanto a transformacdo das informagbes obtidas em
medicamentos para a populagdo esbarra na dificuldade de obtengao de
matéria-prima e na quantidade necessaria para a produgdo dos mesmos
(SCHEFFER, 1998). Corréa Junior (1998) admite que a maioria das plantas
medicinais utilizadas pela populagdo é nativa, crescendo espontaneamente
nas mais diferentes formagdes vegetais do pais e que a coleta indiscriminada
dessas plantas nativas pode leva-las a um processo inexoravel de extingao.
Esse autor relata que a comercializagcado de plantas medicinais € um mercado
com predominancia de intermediarios, grandes atacadistas, exportadores,
importadores, laboratérios, etc., praticamente sem atuagédo de organizagbes
de produtores, o que implica numa oferta no mercado de produtos com baixa
qualidade e sem as caracteristicas intrinsecas desejadas. Dessa forma, se
houvesse mais organizacdo nessa atividade, o mercado de plantas
medicinais poderia crescer cada vez mais e com produtos com maior
qualidade.

Embora a maior parte da produgéo de plantas medicinais no Brasil seja
proveniente do extrativismo, a produgdo da matéria-prima vegetal com
qualidade e sustentabilidade exige o cultivo da espécie em condigbes
controladas.

Nem sempre as condi¢des ideais para o desenvolvimento e producéo
de biomassa sdo as mais adequadas para a produgdo de principios ativos,
como os Oleos essenciais (REIS; MARIOT, 2000). Algumas plantas produzem
os principios ativos em condigdes onde o solo apresenta boa fertilidade e
outras em condigbes de estresse de escassez de nutrientes. O nitrogénio, por
exemplo, possui agdo bem controversa: quando em déficit, provoca, em
papoula (Papaver somniferum) e em beladona (Afropa beladona), aumento
da concentragdo dos alcaloides, enquanto na lobélia (Lobelia inflata), ha
reducdo (MARTINS et al, 2000). Em seus experimentos com adubacgéo

organica em Lippia alba, Ming (1998) observou que, a medida que se
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aumentava a quantidade de matéria orgénica incorporada do solo, diminuia-

se o teor de 6leos essenciais. Muitas espécies produzem substancias ativas
quando submetidas a condicbes de estresse, como uma reduzida
disponibilidade de nutrientes no solo, pois, em geral, o principio ativo de
interesse esta associado ao metabolismo secundario da planta, que reflete
adaptagcbes a condicdes adversas ou a mecanismos de defesa (REIS;
MARIOT, 2000).

2.2 Lippia sidoides Cham. (alecrim-pimenta)

2.2.1 Origem e descrigao botanica

Lippia sidoides Cham. tem origem no nordeste do Brasil Pertence a
familia Verbenaceae e é conhecida popularmente como alecrim-pimenta ou
estrepa-cavalo. A espécie ocorre também no semiarido mineiro. A familia
Verbenaceae compreende 36 géneros, incluindo herbaceas, sub-herbaceas e
arvores (LORENZI; MATOS, 2008).

L. sidoides é um arbusto, de porte ereto, com até trés metros de altura,
que apresenta comportamento caducifélio. Possui caule muito ramificado e
quebradigco, com folhas simples e pecioladas, que medem de dois a trés
centimetros de comprimento, com margens crenadas e pelos
esbranquigcados, extremamente aromaticas e picantes. Porém, se cultivada
em solos de alta fertilidade, a L. sidoides pode produzir plantas com folhas
muito maiores, podendo chegar até a oito centimetros de comprimento. As
flores sdo pequenas, aproximadamente 1 — 2 mm de tamanho, de coloragéo
branco-amareladas, dispostas em inflorescéncias subglobosas e
subpiramidais. Os frutos sdo reunidos em conjuntos quadrangulares, com
sementes extremamente pequenas e dificilmente Vvisiveis (LORENZI;
MATOS, 2008; MARTINS et al., 2000; MATOS; OLIVEIRA, 1998).
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2.2.2. Propriedades farmacoldgicas e constituicao quimica

Lippia sidoides € indicada para impinges, acne, pano branco, aftas,
escabiose, caspa, maus odores nos pés e axilas, sarna infecciosa e pé-de-
atleta, além de inflamagbes da boca e garganta, antiespasmddico e
estomaquico (MARTINS et al., 2000). Apresenta também forte atividade
contra o principal causador da carie dentaria, a Streptococcus mutans,
podendo ser usada como medicagao anticarie preventiva na forma de creme
dental e enxaguatdrio bucal; também pode ser adicionado a cosméticos,
como antisséptico contra a mucoflora. As folhas e flores secas e trituradas do
alecrim-pimenta também sdo usadas como temperos para carnes e pizzas
(LORENZI; MATOS, 2008). Na fitoterapia, destaca-se pelas suas
propriedades antibacterianas, analgésicas, sedativas, expectorantes,
estimulantes e estomaquicas (SILVA; CASALI, 2000). Foi comprovada a
eficiéncia no uso veterinario, na profilaxia ou no tratamento de doencas da
cavidade oral de cédes (GIRAO et al., 2001). Em levantamento realizado em
Maracanau - CE, por Silva et al. (2006), observou-se a produgédo de
fitoterapicos a partir do alecrim-pimenta. S&o eles: antisséptico bucal -
indicado para o caso de aftas, mau halito, inflamagbes da boca e garganta;
tintura — indicada para antissepsia (pele e garganta) e compressas; sabonete
— indicado para diversos casos de afecgdes cutaneas.

As folhas de alecrim-pimenta apresentam de 1,5 a 7,78% de dleo
essencial, que é composto de monoterpenos e sesquiterpenos, destacando-
se o timol e o carvacrol, que constituem aproximadamente 56,7% e 16,7%,
respectivamente, do O6leo essencial, sendo consideradas as principais
substancias desse, especialmente o timol, que esta entre as substancias
naturais mais requisitadas por diferentes setores industriais. Outro fato
importante € que o teor de timol € muito maior no 6leo essencial do alecrim-
pimenta (Lippia sidoides Cham.) do que no de Tomilho (Thymus vulgaris),
planta que apresenta expressivo volume de importacdo pelo Brasil
(LORENZI; MATOS, 2008; MATOS; OLIVEIRA, 1998; TERBLANCHE;
KORNELIUS, 1996). O timol é a substincia responsavel pelo cheiro

caracteristico e tem forte agdo antimicrobiana contra fungos e bactérias



24
(CARVALHO et al.,, 2003). Essa substancia, aplicada na larva do Aedes

aegypti, causa 100% de mortalidade, enquanto o carvacrol, nenhuma
mortalidade (CARVALHO et al, 2003). Em relagédo a essa eficiéncia frente as
larvas, Costa et al. (2005) recomendam a aplicacdo do 6leo essencial de
alecrim-pimenta na concentragéo de até 100 mg . L.

Em estudos com dleo essencial de L. sidoides, Mendonga et al. (1990)
avaliaram a sua toxicidade e alergenicidade na utilizagdo como cosméticos.
Foram feitos testes oftalmicos e cutdneos em coelhos e em humanos,
verificando-se que ndo houve reagdo positiva quando utilizado na
concentracao de 1%. Em relagdo a toxicidade, esses autores verificaram uma
atividade antimicrobiana significante, pela agdo do timol.

Em relagdo a atividade antimicrobiana do 6leo essencial do alecrim-
pimenta, Botelho et al. (2007b) constataram grande eficiéncia dessa
substancia contra bactérias cariogénicas e Candida albicans, que é um fungo
frequentemente associado aos portadores do virus HIV.

O oleo essencial também é indicado no tratamento de gengivite,
confirmando o seu uso odontologico (RODRIGUES et al., 2009). A utilizagédo
do 6leo do alecrim-pimenta na concentracdo de 1% resultou na significativa
diminuigaéo da placa bacteriana, da inflamacao e do sangramento da gengiva.
Além disso, essa reducgéo foi estatisticamente semelhante ao controle com o
gluconato de clorexidina, que €& um antisséptico quimico comercial
(BOTELHO et al., 2007a).

Em outro trabalho, Oliveira et al. (2006) isolaram estirpes da bactéria
Staphylococcus aureus de diferentes materiais clinicos. Em comparagdo com
alguns antibidticos, o Oleo essencial de L. sidoides, em concentragao
absoluta, apresentou inibicdo total das bactérias, enquanto os antibidticos
nao proporcionaram tanta eficiéncia.

Em uma pesquisa realizada com camundongos, Monteiro et al. (2007)
confirmaram as  propriedades antiinflamatérias, antioxidantes e
gastroprotetores do alecrim-pimenta. A utilizagdo do 6leo essencial melhorou
e inibiu inflamag¢des no ouvido e lesbGes gastricas, com resultados tao

eficientes quanto o tratamento com medicamentos comerciais. Além disso, o
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6leo ndo afetou o valor de proteinas do muco gastrico, comparado ao
medicamento comercial.

Analisando-se a atividade antifiungica e os aspectos toxicolégicos do
6leo de L. sidoides, Fontenelle et al. (2007) verificaram que esse inibiu,
totalmente, o crescimento fungico de diversas cepas de Microsporum canis e
foi mais eficiente que o antifingico anfotericina B na inibicdo do crescimento
de Candida spp. e constataram também, que a aplicagdo de até trés gramas
do ¢6leo, por quilograma de peso corporal, via oral, em camundongos, ndo
gerava toxicidade. De acordo com Almeida et al. (2009), a aplicagcdo de
extrato hidroalcéolico de folhas de alecrim-pimenta, via intraperitoneal,
apresenta toxicidade aguda.

Segundo Camurga-Vasconcelos (2006), o 6leo apresenta potencial
anti-helmintico, sendo indicado para o controle de nematoides gastrintestinais
de camundongos e de pequenos ruminantes.

Oliveira et al. (2008b) sugerem o uso do 6leo essencial do alecrim-
pimenta como alternativa para o controle de contaminantes em Laboratérios
de Cultura de Tecidos de Plantas, uma vez que esse 6leo apresentou
controle na inibicdo do crescimento micelial dos fungos: Aspergillus niger,
Penicillium sp, Fusarium sp e F. oxysporum.

Silva et al. (2009b) indicam o uso do 6leo essencial no controle da
antracnose, uma vez que inibiu 100% a germinag¢do dos esporos do fungo
Colletrotrichum gloeosporioides, agente causal da doenca.

Em outro trabalho, Reis (2009) confirmou a atividade bactericida da L.
sidoides, indicando um possivel potencial para a utilizagdo na
bioconservacao de alimentos e na garantia da qualidade de pescados.

Fernandes et al. (2011) verificaram a eficiéncia da espécie frente aos
fungos do género Candida, evidenciando o seu potencial como antifungico
natural para fins medicinais, cosméticos e alimenticios.

Medeiros et al. (2011), em recente estudo, verificaram o 6leo essencial
da espécie como um agente promissor no controle da Leishmaniose cutanea.
Outro importante trabalho foi realizado por Moreira et al. (2011), que
avaliaram a atividade antifungica de proteinas presentes nas flores de L.

sidoides. O estudo gerou resultados promissores para futuras pesquisas,
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indicando potencial para a produgdo de plantas resistentes contra fungos,
reduzindo o uso de fungicidas quimicos e melhorando a qualidade e a
seguranga de produtos vegetais.

Siqueira et al. (2011) estudaram fungos endofiticos presentes nas
folhas e no caule da espécie. Os resultados indicaram potencial farmacéutico
desses fungos para a produgcédo de compostos antimicrobianos.

De acordo com Alves et al. (2004), o 6leo essencial de L. sidoides
apresenta efeito fitotoxico em sementes de alface, indicando possivel

alelopatia inibitéria para o tratamento de sementes.

2.2.3 Fenologia e cultivo

De acordo com estudos realizados no norte de Minas Gerais, em
condi¢des naturais, o alecrim-pimenta é fortemente influenciado pelos fatores
climaticos, especialmente vinculados a disponibilidade de agua para a planta,
como a precipitagdo e a umidade relativa do ar. Dessa forma, a espécie
apresenta brotagdo de folhas durante o periodo das chuvas, folhas maduras
e floragdo nos ultimos meses desse periodo, sendo que a floragdo pode se
estender, com menor intensidade, até o inicio das secas. A frutificacdo ocorre
logo apo6s o pico de floragdo, dispersando os frutos rapidamente e, em
seguida, intensificando o processo de queda foliar, que dura até o inicio do
préximo periodo de chuvas (CARVALHO JUNIOR et al., 2011). Apesar do
comportamento caducifélio da espécie, tem-se observado que o alecrim-
pimenta mantém as folhas maduras, além do processo de brotagdo, se
irrigado periodicamente.

O cultivo do alecrim-pimenta por semeadura é pouco recomendado,
uma vez que as sementes sdo muito pequenas, o que dificulta a coleta e a
manipulagdo das mesmas (MATOS; OLIVEIRA, 1998). Além disso, segundo
Lorenzi e Matos (2008), as sementes raramente germinam. Normalmente, a
propagacao de L. sidoides é realizada por alporquia e estaquia (MARTINS et
al, 2000), sendo essa Uultima a técnica de multiplicagdo vegetativa mais
comumente utilizada para a clonagem (ASSIS; TEIXEIRA, 1998), pois é

altamente eficiente, de baixo custo e de facil execugao, tornando-se bastante
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viavel na propagacédo da espécie (FACHINELLO et al., 2005). A coleta das
estacas deve ser realizada no inicio da manh3, provavelmente por esse ser
um periodo em que as plantas matrizes ndo se encontram com déficit hidrico
(CARVALHO JUNIOR et al., 2009a).

Apods o preparo das mudas, essas devem ser mantidas em ambiente
com atmosfera saturada d’agua até a formagdo das raizes, cerca de um a
dois meses (FACHINELLO et al., 2005; MATOS; OLIVEIRA, 1998). O
substrato no qual sdo colocadas as estacas e o sistema de irrigagdo séo
muito importantes para o sucesso do enraizamento, sendo que o substrato
deve apresentar capacidade de retengcdo de umidade para que as raizes
encontrem um ambiente propicio para se desenvolverem, formando um bom
sistema radicular (MING et al.,1998). A utilizacdo de leitos de enraizamento
com umidade controlada é de grande importancia para a sobrevivéncia das
estacas (POGGIANI; SUITER, 1974), uma vez que essa condicdo de
climatizagéo controla a perda de agua pelas estacas e reduz as temperaturas
da folha e do ar (HARTMANN et al., 2002). Figueiredo et al. (2009a), ao
estudarem o enraizamento de estacas de L. sidoides em leito de
enraizamento sob nebulizagdo intermitente, admitem que ndo ha
necessidade da utilizagdo de acido indolbutirico no enraizamento da espécie.
Oliveira et al. (2008a) sugerem a utilizacdo de estacas apicais nesse
processo de propagacdo, pois essas tendem a apresentar uma maior
quantidade de raizes por estaca. Em relagdo ao tamanho, Carvalho Junior et
al. (2009b) recomendam a utilizagcdo de estacas apicais com 14,1 a 17cm de
comprimento, uma vez que apresentam maior ramificacdo das raizes e
emissdo de brotacbes e, consequentemente, maior vigor do material
propagativo formado.

A presenca de folhas e gemas exerce forte influéncia estimuladora no
enraizamento, pois os carboidratos resultantes da atividade fotossintética da
planta também contribuem para a formagao de raizes, apesar de que o0s
efeitos estimuladores de folhas e gemas devam-se principalmente, a
producéo de auxina (MING et al., 1998).

De acordo com Souza et al. (2007), a L. sidoides deve ser cultivada em

condi¢des de luz plena, uma vez que o sombreamento afeta, negativamente,
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a produgao de 6leo essencial. Esses autores relacionam os valores maximos

desse principio ativo ao numero de inflorescéncias, que apresentou
correlagdo positiva com o teor de oleo essencial. Em relagdo ao
espagcamento de plantio, recomenda-se o de 1,0 x 0,5m, sendo 1,0m entre
fileiras e 0,5m entre plantas na fileira, pois proporciona uma maior producao
de fitomassa e 6leo essencial por area (MELO et al., 2011a). Recomenda-se
a colheita da espécie 180 dias apds o transplantio das mudas, no periodo da
manha, por volta de 10 horas (FIGUEIREDO et al, 2009b; MELO et al.,
2011b).

Segundo Radunz et al. (2002a), o teor de timol no 6leo essencial de L.
sidoides nao é afetado pela temperatura do ar de secagem das folhas,
podendo variar entre 40 e 70°C. Porém recomenda-se 0 processo sob a
temperatura de 70°C, uma vez que apresenta o menor tempo de secagem e
néo afeta, significativamente, o rendimento de 6leo essencial (RADUNZ et al.,
2002b). Esses autores ainda ndo recomendam a secagem das folhas a
temperatura ambiente, pois o tempo gasto é demasiadamente alto,
favorecendo o desenvolvimento de patdgenos e posterior degradacdo do

principio ativo.

2.3 Variabilidade genética

A diversidade bioldgica ou biodiversidade é representada pela variagéo
genética entre o habitat e as espécies, seja entre populagdes
geograficamente separadas como entre individuos de uma mesma
populagdo. Também inclui a variagdo entre as comunidades bioldgicas, os
ecossistemas e a interacdo desses (PRIMACK; RODRIGUES, 2001). A
variagdo genética entre as espécies é importante, pois gera individuos com
caracteristicas distintas, propiciando capacidade de adaptagcdo aos fatores
ambientais e aos teores de metabdlitos. E também, contribui,
significativamente, para os programas de melhoramento genético e favorece
a selecgao de plantas superiores.

Os recursos genéticos de plantas medicinais podem ser divididos em

dois grandes grupos, plantas exéticas e plantas nativas. As espécies exdticas
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foram trazidas por imigrantes, em distintas épocas e o seu uso foi
gradativamente incorporado no Brasil. Normalmente, as plantas exoéticas sédo
cultivadas e bastante consumidas pela populagdo urbana ou séo
industrializadas. Algumas espécies apresentam significativa importancia,
como Chamomilla recutita, Mentha sp., Ocimum basilicum e Rosmarinus
officinalis. Outras se aclimatizaram em algumas regides, constituindo-se em
espécies ruderais ou naturalizadas, sendo utilizadas por diversas populagdes.
Como exemplo, ha Ageratum conyzoides, Leonurus sibiricus, Momordica
charantia, Plantago major, Senna occidentalis, Stachytarpheta cayennensis,
Peperomia pellucida, Sida rhombifolia, Phyllanthus spp., Chenopodium
ambrosioides e Taraxacum officinale (SCHEFFER et al., 1998).

Diferentemente das espécies exoticas, as nativas, em sua maioria, nao
sao cultivadas, sendo obtidas por processos de extrativismo. Algumas
apresentam aspecto comercial importante, sendo consumidas em larga
escala no Brasil e no exterior, como é o caso da Paulinia cupana, Tabebuia
sp, Pfaffia sp., Polygonum sp., Echinodorus sp., Maytenus ilicifolia, Trichilia
catigua, Casearia sylvestris, Ptychopetalum olacoides, Cephaelis
ipecacuanha, Smilax sp., Bauhinia sp. e da Dimorphandra mollis. Outras
espécies nativas tém importancia regional, com consumo em menores
propor¢des, como € o caso da Baccharis articulata, Achyrocline satureioides,
Hymenea sp., Lychnophora pinaster, Brosimum gaudichaudii, Pterodon sp.,
Cecropia glaziouvii e da Mikania glomerata. No Nordeste brasileiro, vale
ressaltar o uso da canela da Crofon zehntneri, Lippia sidoides, Operculina
macrocarpa e da Vanillosmopsis arbérea (SCHEFFER et al., 1998).

O Brasil € um pais que apresenta a maior biodiversidade do mundo,
cerca de 20 a 25%, porém diversos problemas, como semelhangas de
caracteristicas, nome cientifico incorreto, poucos profissionais e
complexidade, dificultam a catalogagcdo e a classificacdo das espécies
(GOEDERT, 2007; PRIMACK; RODRIGUES, 2001). Ainda segundo esses
autores, estima-se que os taxonomistas descreveram de 10 a 30% das
espécies existentes no mundo e muitas serdo extintas antes mesmo de
serem descritas. Portanto, devem ser tracadas estratégias para a

identificacdo botanica e o mapeamento das espécies, principalmente nas
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regibes de rica biodiversidade, como o Brasil. Assim, essas informacgbes
servirdo como base para os programas de conservacdo. Outro ponto
importante é o fortalecimento de iniciativas para a conservagido de espécies
em seus habitats naturais, de forma integrada com o sistema formal de
conservagao ex situ (GOEDERT, 2007).

A variabilidade genética se constitui na fonte primaria dos estudos
genéticos e sem ela ndo seria possivel, entretanto, ocorrer adaptacdes e
evolugao nas espécies, bem como melhoramento genético. Assim, o sucesso
de qualquer programa de melhoramento depende, fundamentalmente, da
variabilidade genética (OLIVEIRA et al., 1999). Porém, devido ao extrativismo
intenso e a implantagdo de monocultivos, diversas espécies medicinais
sofreram perdas significativas de variabilidade genética. De acordo
com Oliveira e Martins (1998) e Martins et al. (2000), o melhor exemplo é o
caso da ipeca (Psychotria ipecacuanha), que teve a sua diversidade genética
reduzida tanto pelo extrativismo em larga escala, quanto pela reducédo das
matas onde ocorria naturalmente. Dessa forma, torna-se cada vez mais
importante a conservagdo dos recursos genéticos das plantas medicinais,
especialmente daquelas que se encontram ameagadas. Assim, o estudo e a
conservagdo do germoplasma é a melhor forma de preservar e conhecer a
diversidade genética. De acordo com Pires e Gripp (1988), toda pesquisa
realizada com plantas medicinais s6 tera aplicagdo se asseguradas a
sobrevivéncia e a disponibilidade do material genético nela empregado para
as pesquisas correspondentes, que podera ser feito num banco de

germoplasma.

2.3.1 Avaliagao da variabilidade genética

Conforme Cruz (2008), a variabilidade genética pode ser avaliada a
partir de caracteristicas agronémicas, morfolégicas, moleculares, entre
outras. No entanto a influéncia ambiental pode interferir, decisivamente, na
estimativa das caracteristicas agrondmicas e morfolégicas. Assim,
marcadores moleculares e bioquimicos evitam muitos dos problemas

decorrentes da influéncia ambiental, pois permitem analisar a variagcao
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diretamente nos produtos génicos (proteinas) ou no genoma (DNA). Entre as

vantagens dos marcadores moleculares, destacam-se a obtengdo de um
numero praticamente ilimitado de polimorfismos genéticos, a identificagdo
direta do gendtipo sem influéncia do estadio do desenvolvimento da planta ou
a partir de cultura de células ou tecidos (FALEIRO, 2007).

Segundo Moreira et al. (1994), a divergéncia genética relaciona-se com
0 grau em que as populagdes se distanciam entre si, quanto ao conjunto de
caracteres que lhe sdo peculiares. E, portanto, a distancia entre as
populagdes que esta sendo comparada. A diversidade genética se refere ao
grau em que a base genética difere dentro de uma populagéo.

Na analise da divergéncia genética, alguns métodos multivariados sao
empregados (CRUZ, 2008):

- matrizes de dissimilaridade;

- analises de agrupamento (Tocher, métodos hierarquicos, disperséo
grafica, etc.).

As medidas de dissimilaridade sdo de grande importancia em estudos
de divergéncia genética, em que se procura identificar genitores a serem
utilizados em programas de hibridagdo. Os métodos de agrupamento
permitem o estabelecimento de grupos, de modo que exista homogeneidade

dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos (CRUZ, 2008).

2.3.2 Utilizagao de marcadores isoenzimaticos

Os marcadores moleculares tém sido utilizados em diversos trabalhos,
visando a tomada de decisbes na conservacdo de recursos genéticos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995). Em conformidade com Faleiro (2007),
0 uso desses marcadores permite a obtengdo de um numero praticamente
ilimitado de polimorfismos genéticos, a identificacdo direta do gendtipo sem
influéncia do ambiente, a possibilidade de detecg¢ao de tais polimorfismos em
qualquer estadio de desenvolvimento da planta ou a partir de cultura de
células ou tecidos. Esse autor afirma que esses marcadores tém permitido
estudos de evolugéo, de diversidade genética, de identidade, origem genética

e identificacdo de novas variantes, gerando informagdes importantes para
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subsidiar diferentes acdes de pesquisa desde a coleta até o uso dos recursos

genéticos em programas de melhoramento.

Entre as classes de marcadores moleculares existentes, os baseados
em Sequéncias Simples Repetidas (SSR), ou microssatélites, sdo bastante
utilizados, entretanto apresentam alto custo, para o desenvolvimento de
primers especificos (FALEIRO, 2007) e requerem estudo prévio do genoma
(ZUCCHI, 2002). Marcadores isoenzimaticos apresentam baixo custo,
metodologia rapida e facil (FALEIRO, 2007), ndo requerem estudo prévio do
genoma e s&o particularmente uteis, porque podem ser usados em
praticamente  qualquer espécie. Geralmente, s&o codominantes,
possibilitando identificar todas as classes genotipicas; além disso, permitem a
analise rapida de grande numero de amostras (ROBINSON, 2006).

Foi verificado que as isoenzimas s&o de grande utilidade em estudos
da estrutura genética de populagdes naturais e em estudos de divergéncia
genética (CAMPOS TELLES et al., 2003; GONCALVES et al., 2010; LOPES
et al., 2003; MELO JUNIOR et al., 2004; SILVA et al., 2009a).

As isoenzimas sdo definidas como diferentes formas moleculares de
uma enzima catalisando a mesma reagdo na célula. Essas formas
representam a consequéncia bioquimica da substituicdo, delegdo ou adigao
de um ou mais aminoacidos no polipeptidio (ROBINSON, 2006) e constituem

o polimorfismo isoenzimatico.

2.5 Conservagao

A variagdo genética pode ser mantida pelo uso de diferentes
metodologias. Dentre as metodologias nos recursos genéticos, as mais
importantes sdo: conservagao in situ, aquela onde as espécies sdo mantidas
no habitat natural, e conservagao ex situ, que é realizada com a criagao de
bancos de germoplasma fora do ambiente de origem do material genético
(GUERRA; NODARI, 2003). Segundo Giacometti (1984), banco de
germoplasma € a organizagdo ampla que inclui atividades como coleta,
conservagdo, caracterizacdo, avaliagdo, regeneracdo e informacdo dos

dados. Enquanto a coleta visa a aquisicdo do germoplasma, a caracterizagéo
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e a avaliagdo objetivam n&do sé o reconhecimento do real valor do

germoplasma, como também a distingéo entre os acessos.

No Brasil, o Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e
Biotecnologia (CENARGEN) foi criado em 1974, para coordenar 0s recursos
genéticos do pais. Esse centro de pesquisa possui a “colecao base”, com a
manutencdo de sementes em camaras a -18°C e as “colegbes ativas”, que
sdo bancos de germoplasma em diversos locais do pais. Essas cole¢des
consistem de plantas no campo que fornecem material genético para
pesquisa ou enriqguecimento da colegdo base e apresentam significativa
relevancia para a conservagdo dos recursos genéticos nacionais. As
atividades realizadas envolvem a coleta, o intercAmbio, a caracterizagao
botanica, a avaliagdo agronémica, a documentagéo e a informagéo (PIRES;
GRIPP, 1988).

2.6 Coleta

De acordo com Walter et al. (2007), a coleta de germoplasma é o
conjunto de atividades que visa a obtengdo de unidades fisicas vivas, que
contenham a composicdo genética de um organismo ou amostra
populacional de determinada espécie, com a habilidade de se reproduzir.
Com o constante desmatamento e degradacdo ambiental, além dos
monocultivos, diversas espécies foram e estdo sofrendo perdas drasticas na
variabilidade genética. Em alguns casos, essas perdas chegam a gerar sérios
riscos de extingdo. Dessa forma, a coleta de germoplasma torna-se
indispensavel para o processo de conservacgao das espécies.

A amostragem de populagdes de uma espécie permite o estudo e a
representagcdo da diversidade interpopulacional, que pode ser mais
importante que a diversidade intrapopulacional, principalmente nos casos de
espécies autdbgamas ou que se reproduzem assexuadamente (BROWN;
BRIGGS, 1991). Esses autores ainda discutem sobre a importancia da
amostragem ao longo de gradientes de latitude, altitude, solo, clima, etc.,
uma vez que aumentam as chances de se localizarem ecoétipos com

caracteristicas adaptativas diferentes. Em razao de ser dificil a avaliagdo de
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acessos de grandes colegbes de germoplasma quanto a resposta a estresses

biéticos, dados climatolégicos ou geograficos da area de coleta podem
identificar acessos com alta probabilidade de tolerancia a tais estresses
(SMITH et al., 1994).

As expedicbes de coleta devem ser restritas a época de
amadurecimento dos frutos, o que pode variar entre localidades e entre
genotipos, influenciando a representatividade da amostra (BROWN; BRIGGS,
1991). Quando possivel, a coleta de sementes é a forma mais indicada de
amostrar o germoplasma (BROWN; BRIGGS, 1991).

2.7 Ecogeografia e erosao genética

Junto a coleta propriamente dita do germoplasma, algumas
informagbes poderdo subsidiar os estudos ecogeograficos. O estudo
ecogeografico € um processo de obtengdo e sintese de informagdes
ecologicas, geograficas e taxondmicas, sendo os seus resultados preditivos e
podem ser usados na formulagdo de estratégias de conservagdo e
prioridades de coleta (MAXTED et al., 1997). Dentre os dados que séo
tomados no momento da coleta, muitos sdo considerados como dados de
passaporte, sendo alguns de grande importancia nesses estudos: data de
coleta - para obter épocas de floragdo e frutificacdo; posicao do local de
coleta - latitude, longitude e altitude; habitat - descricdo do habitat; dados
fenoldgicos - presenca de flores ou frutos; tipo de solo; uso da terra;
variagdes fenotipicas; nomes comuns da espécie; usos da espécie; local
onde o espécime foi ou sera depositado - herbario, banco de germoplasma,
jardim botanico, etc.. (MAXTED et al., 1997).

Muitas informagdes poderao ser inferidas apds a coleta, desde que a
posicdo tenha sido bem informada, por meio de mapas apropriados.
Informagdes como geologia, solo, relevo, vegetacdo, etc. (MAXTED et al.,
1997). Martins (2000) observou correlagbes significativas entre
caracteristicas do solo do local de coleta, como saturagdo em aluminio e
caracteristicas quimicas de Psychotria ipecacuanha (teor de emetina).

Correlagbes entre caracteristicas morfoldgicas e ambientais podem indicar
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adaptacéo ecotipica. A analise multivariada é uma ferramenta muito utilizada

no estudo ecogeografico, por reunir grande nimero de variaveis ao mesmo
tempo; por outro lado, requer dados robustos. Mapas também sé&o utilizados
para mostrar locais de coleta ou area de ocorréncia, inclusive com
apresentacdo de dados ecogeograficos (MAXTED et al., 1997).

Os dados dos estudos ecogeograficos podem subsidiar a avaliagdo
dos riscos de erosdo genética, conforme proposto por Guarino (1995).
Segundo esse autor, ha diversas listas dos riscos potenciais para espécies; a
quantificacdo dos riscos envolve a atribuicdo de notas a presenga ou a
auséncia de determinada fonte de risco, além de sua eventual severidade,

reversibilidade e duracéo.

2.8 Modo de reprodugiao

O modo de reproducdo da espécie e o0 seu sistema de cruzamento
determinam como a variabilidade genética se organiza no espago e no tempo
(ROBINSON, 2006). Conforme Borém e Miranda (2009), essa caracterizagéo
€& imprescindivel para a decisdo de estratégias de conservacdo e
melhoramento genético.

Para analisar o modo de reproducdo de uma espécie, Cruden (1977)
indica a relagédo polen/évulo, uma vez que essa razéo se correlaciona com o
sistema reprodutivo das plantas. Esse autor admite ainda que esse método é
o melhor indicador do sistema de reprodugdo das plantas, quando
comparado a analise da morfologia floral e do tamanho das flores. Almeida
(2007) complementa que o método se constitui em uma alternativa rapida e
de baixo custo, quando comparado as técnicas de cruzamentos artificiais
controlados e de marcadores moleculares, além de ser utilizado em estudos

de evolugdo dos mecanismos reprodutivos das plantas.

2.9 Crescimento

O estudo do crescimento é a descrigdo das mudancgas irreversiveis,

com o tempo, que implicam em alteragbes no tamanho, frequentemente na
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forma e, ocasionalmente, no numero (HUNT, 1989). A andlise do crescimento

destina-se a avaliagédo da producéo liquida das plantas, derivada do processo
fotossintético, sendo o resultado do desempenho do sistema assimilatério
durante certo periodo de tempo (MAGALHAES, 1985). Nessa anélise, s&o
tomadas medidas, tais como: numero de folhas, altura, didmetro do caule,
numero de nos, peso da matéria fresca e seca. Essas duas ultimas medidas
sao tomadas no caso da avaliagdo de crescimento do tipo destrutiva
(BENINCASA, 1988).

Esse estudo tem sido largamente utilizado na avaliacdo de
germoplasma e na domesticacdo de plantas medicinais, visando a selecionar
genotipos superiores. Em carqueja (Baccharis myriocephala D.C.), Castro et
al. (1999) compararam dois acessos quanto ao crescimento e ao rendimento
de tanino em cinco épocas de colheita, sendo que foram observadas
diferencas significativas entre os acessos e entre as épocas.

Em outro trabalho, realizado por Januzzi et al. (2011), foi identificado
um acesso de Lippia alba com potencial para a produgdo de citral, um dos
principais metabdlitos presente no o6leo essencial da espécie e que é
responsavel pelas suas propriedades medicinais. Assim, o acesso de L. alba
em questao apresenta potencial para estudos de melhoramento genético.

Além da identificagdo de gendtipos superiores, as avaliagcdes de
crescimento fornecem dados que complementam estudos de divergéncia

genética.
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CAPITULO 2 - LOCALIZAGAO, COLETA E ECOGEOGRAFIA DO
ALECRIM-PIMENTA (Lippia sidoides Cham.), NO NORTE DE MINAS
GERAIS E NO VALE DO JEQUITINHONHA

RESUMO

O alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) é uma importante planta
medicinal, nativa do nordeste brasileiro e areas do Sudeste. Devido ao seu
6leo essencial, apresenta grande potencial antifingico e antibacteriano. E
considerada uma das sete espécies prioritarias para a conservagao. Dessa
forma, o mapeamento e a caracterizagido dos locais de ocorréncia da espécie
sdo essenciais para a formulagdo de estratégias de conservagdo. Assim, o
objetivo da presente pesquisa foi caracterizar os locais de ocorréncia de
populagdes de alecrim-pimenta, quanto ao solo, ao bioma, ao clima, a
precipitagdo anual, a latitude, a longitude e a altitude da regido, além do
rendimento de 6leo de cada acesso coletado. Foram amostradas 18
populagdes nas regides do norte de Minas Gerais e no Vale do
Jequitinhonha. As expedi¢cbes foram realizadas em épocas chuvosas, entre
fevereiro de 2010 e janeiro de 2011. Em cada expedi¢céo foram registradas as
coordenadas geograficas, assim como a coleta de solo e de folhas para
posterior andlise. Na descricdo dos locais amostrados, utilizaram-se bancos
de dados e mapas apropriados. Os acessos se encontram entre as
coordenadas 15°38'31" e 18°24'31" de latitude Sul e 42°15'47" e 44°16'5" de
longitude Oeste, com altitude média de 820m, variando entre 564 e 1264m. O
teor de d6leo essencial apresentou média de 3,40%, variando entre 0,28 e
7,78%. Aproximadamente 78% e 67% das populacbes ocorreram em solo
distrofico e com acidez elevada a média, respectivamente. Todos os acessos
apresentaram niveis muito baixos de fésforo. Em relagdo a matéria organica,
0s niveis variaram entre médio e bom. As regides amostradas apresentaram
solos com textura arenosa a média. Quanto ao bioma, 78% dos acessos
ocorrem em regides de Cerrado, 11% em zonas de transi¢do entre Cerrado e
Mata Atlantica e 11% em Mata Atlantica. A vegetacdo predominante foi do
tipo Savana. Aproximadamente 94% dos acessos se encontram em regides
de clima tropical quente e subquente, variando entre semiarido e semiumido.
Em relacdo a precipitacdo, as regibes amostradas apresentam valores
médios anuais menores que 1000mm (17%), 1000 — 1200mm (50%), 1200 —
1500mm (22%) e maiores que 1500mm (11% das regides). Com base nos
resultados, conclui-se que grande parte dos acessos amostrados de L.
sidoides. ocorre naturalmente em solos mais pobres e acidos, em vegetacéo
do tipo Savana, com climas quentes, em regiées com diferentes niveis de
precipitacdo (desde um intenso periodo seco até periodos bastante umidos) e
grande variacdo de altitude.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Germoplasma. Conservagao. In situ.
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CHAPTER 2 - LOCALIZATION, COLLECT AND ECOGEOGRAPHY OF
“ALECRIM-PIMENTA” (LIPPIA SIDOIDES) IN THE NORTH OF MINAS
GERAIS AND VALE DO JEQUITINHONHA

ABSTRACT

The alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) is an important medicinal plant,
native to the Brazilian northeast and southeast areas. Due of its essential oll,
it present great antifungal and antibacterial potential. The specie is considered
one of the seven priority species for conservation. Thus, the mapping and
characterization of sites of occurrence of the specie are essentials to
formulate conservation strategies. Therefore, the objective of this work was to
characterize the sites of occurrence of the populations of alecrim-pimenta, as
the soil, biome, vegetation, weather, annual precipitation, latitude, longitude
and altitude of the region, beyond the essential oil content of each collected
population. Eighteen populations were sample in the north of Minas Gerais
and Vale do Jequitinhonha regions. The expeditions were carried out in rainy
season, between February 2010 and January 2011. On each expedition were
recorded the geographic coordinates, as well as collecting soil and leaves for
analysis. On the description of the samples, they were used databases and
appropriate maps. The populations are between the coordinates 15°38'31" e
18°24'31" de South latitude and 42°15'47" and 44°16'5" West longitude, with
an average altitude of 820m, ranging from 564 and 1264m. The essential oil
content averaged was 3.40%, ranging between 0.28 and 7.78%.
Approximately 78% and 67% of the populations occurred in dystrophic soil
with high to medium acidity, respectively. All populations presented very low
levels of phosphorus. In relation to organic matter, the levels ranged between
medium and good. The sampled regions presented sandy and medium soils.
As for the biome, 78% of the populations occur in the Cerrado regions, 11% in
areas of transition between Cerrado and Atlantic Forest and 11% in Atlantic
Forest. The predominant vegetation type is savanna. Approximately 94% of
the populations are in the tropical warm and under warm tropical, ranging
from semi-arid and semi-humid. In relation to the precipitation, the sampled
regions have annual average values less than 1000mm (17%), 1000 —
1200mm (50%), 1200 — 1500mm (22%) and higher than 1500mm (11% of the
regions). Based on the results, it can conclude that the most of the sampled
populations of L. sidoides occur naturally in poor and acid soils, in savanna
vegetation type, with warm weathers, in areas with different precipitation
levels (from an intense dry season until very humid periods) and great
variation in altitude.

Key words: Medicinal plants. Germplasm. Conservation. In situ.
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1 INTRODUGAO

O alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) é uma planta medicinal da
familia Verbenaceae, propria da vegetagcdo do semiarido, com origem no
nordeste do Brasil. A espécie apresenta porte arbustivo, ereto, com muitas
ramificagdes, podendo atingir até trés metros de altura. Possui folhas muito
aromaticas e picantes que apresentam O6leo essencial rico em timol e
carvacrol (LORENZI; MATOS, 2008), monoterpenos responsaveis pela
atividade antimicrobiana apresentada pela espécie (LEMOS et al., 1990).
Destaca-se pela sua utilizagdo na preparagao de medicamentos antissépticos
de uso tépico, possuindo relevantes aplicagdes em farmacia, em medicina,
em odontologia e em saude publica (MATOS; OLIVEIRA, 1998).

O norte de Minas Gerais constitui a maior parte da area mineira da
Superintendéncia de Desenvolvimento do Nordeste (SUDENE), estando
incluido no Poligono das Secas. Nessa area, predomina o Cerrado
propriamente dito, em suas variagdes e faixas de transicdo para a Caatinga.
Segundo Correia (1999), a area de dominio dos cerrados € amplamente
diversificada em termos de solo e de clima, o que favorece a riqueza em
diversidade genética. Nessa regido, ocorrem diversas espécies de Lippia,
dentre elas a L. sidoides. Tem sido observada grande variabilidade no aroma
de tal espécie, o que precisa ser investigado. Devido a sua grande
importancia, a espécie foi incluida em programas de fitoterapia e listada na
Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de
Saude (RENISUS), além de ser considerada como uma das sete espécies
prioritarias da Caatinga para conservagédo e manejo (VIEIRA; SILVA, 2002).

Definido como um processo de obtengdo e sintese de informagbes
ecologicas e geograficas, o estudo ecogeografico apresenta grande
importancia, uma vez que os seus resultados subsidiam a formulagdo de
estratégias de conservagdo (MAXTED et al., 1997, citados por MARTINS et
al., 2009). Além de colaborar significativamente com a criacdo dessas
estratégias, ainda contribuem para o desenvolvimento de programas de
melhoramento genético. Em recente estudo, realizado por Danner et al.

(2010), que trabalharam com jabuticaba (Plinia sp.), planta de interesse
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farmacéutico e alimenticio, observou-se que a espécie tolera solos

fortemente acidos e com alta saturacido de aluminio. Além disso, o
mapeamento dos locais de ocorréncia das plantas favorece a conservacgao da
espécie, uma vez que as sementes sado recalcitrantes, impossibilitando a
conservagao da variabilidade via banco de sementes. Esse tipo de estudo
também é importante para formular modelos para definir a ocorréncia da
espécie, ou seja, predizer locais com maior probabilidade de ocorréncia e
realizar futuras coletas, principalmente com base em dados de vegetacéo,
clima e altitude. Outros dois importantes estudos foram realizados por Souza
e Martins (2004), trabalhando com Dimorphandra mollis e Oliveira e Martins
(2002), trabalhando com Psychotria ipecacuanha. Essas espécies medicinais
apresentam grande interesse econdmico, sendo bastante exploradas. Com
os estudos em questéo, foi possivel analisar o nivel de erosdo genética das
espécies, informagdes importantes para a definicdo de estratégias de
conservagao.

Dessa forma, o objetivo da presente pesquisa foi caracterizar os locais
de ocorréncia de populagdes de L. sidoides, quanto ao solo, a vegetagao, ao
clima, a precipitacédo anual, a latitude, a longitude e a altitude de ocorréncia.

2 MATERIAL E METODOS

Antes do procedimento de coleta propriamente dito, em algumas
expedig¢des, foram pesquisadas areas de possivel ocorréncia da espécie. As
demais viagens foram realizadas aleatoriamente pelas regides do norte de
Minas Gerais e Vale do Jequitinhonha. Realizaram-se as coletas em épocas
chuvosas entre os meses de fevereiro de 2010 e janeiro de 2011. Isso,
devido ao comportamento caducifélio da espécie em periodo de seca, fato
que dificulta a identificagdo da espécie.

Uma vez localizadas as populac¢des de alecrim-pimenta, marcavam-se
0s pontos geograficos (latitude, longitude e altitude), utilizando-se o Receptor
GPS, tipo Garmin®, modelo 60CSX. Em seguida, selecionavam-se,
aleatoriamente, individuos na populacdo e realizava-se a amostragem de

estacas, para propagagao vegetativa e posterior montagem de banco de
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germoplasma, de folhas, para extragdo de 6leo essencial e quantificagdo do
potencial de producédo de cada acesso, e de solo, préxima aos acessos, com
coletas nas camadas de 0 — 20cm, seguindo a metodologia definida por
Ribeiro et al. (1999). As amostras de folhas e de solo foram acondicionadas
em sacos plasticos e encaminhadas para extragdo de 6leos essenciais, no
caso das folhas, e analises, no caso do solo, nos Laboratérios de Plantas
Medicinais e de Analises de Solos, respectivamente, do Instituto de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG).

O ¢leo essencial foi extraido pelo método de hidrodestilagdo, usando-
se o aparelho de Clevenger, sendo utilizadas as amostras congeladas, em
baldes de vidro de um litro, com aproximadamente 2/3 do volume preenchido
com agua. O processo de extragao teve a duragdo de 2h40min (EHLERT et
al., 2006). Em seguida, o 6leo essencial foi separado da agua, com o auxilio
de micropipetas. Apds esse processo, o material vegetal resultante foi
mantido em estufa de circulacdo forcada de ar a 65°C, até atingir peso
constante. O teor de 6leo essencial foi expresso com base na matéria seca
da amostra utilizada na extracao.

Apods a extragdo de dleo essencial, mensurou-se o teor de 6leo com
base na matéria seca da amostra de folhas. Em cada coleta, produziram-se
exsicatas, que foram encaminhadas ao herbario da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), para identificago.

A partir dos dados de posicao (latitude e longitude) do local de
amostragem das populagdes, foram utilizados mapas de vegetagéo
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2004), clima
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2002) e
precipitagdo (ATLAS DE ZONEAMENTO AGROCLIMATICO DE MINAS
GERAIS, 2002). Os pontos geograficos foram plotados nos mapas para a
posterior determinagcdo das condi¢des ambientais onde se localizam os

acessos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo foi conduzido com 18 acessos amostrados nas regides norte
de Minas Gerais e Vale do Jequitinhonha. Os valores de latitude, longitude,
altitude e precipitagdo anual nas 18 populagdes se encontram na TAB. 1. Os
acessos se encontram entre as coordenadas 15°38'31" e 18°24'31" de
latitude Sul e 42°15'47" e 44°16'5" de longitude Oeste. Os acessos foram
localizados entre 564 e 1264m de altitude, resultado que complementa o
estudo de Oliveira (2008), que trabalhou com acessos de L. sidoides na
regido nordeste do Brasil e localizou as populagdes entre 40 e 544m de
altitude. Desta forma, amplia-se a faixa de altitude onde a espécie ocorre.

Tabela 1 - Caracterizagcdo geografica e de precipitagdo dos locais de
ocorréncia de 18 acessos de alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.)
coletados no norte de Minas Gerais e no Vale do Jequitinhonha.

Municipios Acessos Latitude Longitude Altitude (m) Precipitacdo anual (mm)
Salinas ICA-01 16°T6"S  42°15'59"0 564 <1000
Turmalina ICA-02 17°1820"S 42°50'51"O 573 1000 - 1200
Turmalina ICA-03 17°99"S  43°819"0 940 1000 - 1200
Setro ICA-04 18°18'14"S 43°3321"0 993 > 1500
Setro ICA-05 18724'31"S  43°3023"0 1009 > 1500
Cristalia ICA-06 16°4427"S 42°53'43"0 810 1000 - 1200
Montes Claros ICA-07 16°412"S  43°50'36"O 642 1000 - 1200
Juramento ICA-08 16°4523"S  43°46'3"0 721 1000 - 1200
Glaucilandia ICA-09 16°5120"S 43°4732"0 939 1000 - 1200
Buenopolis ICA-10 17°53'32"S 43°57'18"0 626 1200 - 1500
Buenopolis ICA-11  17°4915"S  44°9'35"0 672 1200 - 1500
Buenopolis ICA-12  17°544"S 447 3'35"0 623 1200 - 1500
Diamantina ICA-13  17°36'9"S  43°30'60"O 862 1200 - 1500
Turmalina ICA-14  17°98"S 43 74"0 924 1000 - 1200
Japonvar ICA-15  15°597T"S  44°16'5"0 883 <1000
Taiobeiras ICA-16 15°48'10"S 42°15'47"0 926 1000 - 1200
Rio Pardo de Minas  ICA-17 15°38'31"S  42°3925"0 792 <1000
Itacambira ICA-18  16°597"S  43°20'39"0 1264 1000 - 1200

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

A precipitagdo anual dos locais de amostragem foi bastante variavel
(TAB. 1 e FIG. 1), desde regides mais secas (menos de 1000 mm por ano) a
bastante umidas (mais de 1500mm por ano). Porém mais de 70% desses

locais apresentam precipitagdo anual entre 1000 e 1500 mm, divergindo das
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condigdes da regido nordeste do Brasil, onde a espécie também ocorre

naturalmente, que é caracterizada por até oito meses de seca (ATLAS DE
ZONEAMENTO AGROCLIMATICO DO ESTADO DE MG, 2002). Assim, os
resultados da presente pesquisa complementam as informagdes sobre as

caracteristicas climaticas dos locais de ocorréncia da espécie.

Figura 1 - Distribuicdo de 18 acessos de Lippia sidoides Cham., localizados
no norte de Minas Gerais e no Vale do Jequitinhonha, em mapa de
precipitacdo anual

Espinto Santo

e i

3}
Fonte: ATLAS DE ZONEAMENTO AGROCLIMATICO DO ESTADO DE
MG, 2002. Adaptado.

Em relagdo aos biomas (TAB. 2 e FIG. 2), 78% das populagbes se
encontram em regides de Cerrado; 11%, em zonas de transicdo entre
Cerrado e Mata Atlantica e 11%, em regides de Mata Atlantica (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2004). Segundo Matos e

Oliveira (1998), a espécie apresenta ocorréncia comum entre o Rio Grande
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do Norte e o Cear4, regides com predominancia de Caatinga. Esse resultado

indica que a espécie ocorre naturalmente também em outros biomas,
principalmente o Cerrado. A vegetagéo tipica do Cerrado foi predominante,
abrangendo a maior parte dos locais. As demais regides foram
caracterizadas por refugios vegetacionais e Floresta Estacional Semidecidual
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2004).

Figura 2 - Distribuicdo de 18 acessos de Lippia sidoides Cham., localizados
no norte de Minas Gerais e no Vale do Jequitinhonha,

em mapa de Biomas.

(\TO).<"

Fonte: IBGE, 2004. Adaptado.
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Tabela 2 - Classificagdo vegetacional dos locais de ocorréncia dos 18
acessos de Lippia sidoides Cham amostrados.

Acessos Vegetacgao Bioma
ICA-01 Contato Savggtzggazrl)lca/Floresta Mata Atlantica
ICA-02 Contato Savana/Floresta Estacional Cerrado
ICA-03 Savana gramineo-lenhosa Cerrado
ICA-04 Savana gramineo-lenhosa Cerrado
ICA-05 Floresta Estacional Semidecidual Mata Atlantica
ICA-06 Savana gramineo-lenhosa Cerrado
ICA-07 Contato Savana/Floresta Estacional Cerrado
ICA-08 Savana Cerrado
ICA-09 Savana Cerrado
ICA-10 Refugio Vegetacional Montano Cerrado
ICA-11 Contato Savana/Floresta Estacional Cerrado
ICA-12 Refugio Vegetacional Montano Cerrado
ICA-13 Contato Savana/Floresta Estacional Cerrado
ICA-14 Contato Savana/Floresta Estacional Cerrado
ICA-15 Savana Cerrado
ICA-16 Contato Savana/Floresta Estacional Cer;\etllgcr)]t—icl\élata
ICA-17 Contato Savana/Floresta Estacional Cer;\etllgcr)]t—icl\élata
ICA-18 Savana gramineo-lenhosa Cerrado

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

Quanto ao clima (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2002), 17% dos acessos sdo caracteristicos do tropical
quente semiarido, com seis meses secos e 33% apresentam clima tropical
quente semiumido, com 4 — 5 meses secos. O clima tropical quente é
caracterizado por temperaturas médias acima de 18 °C. Ja o clima tropical
subquente, com seis meses secos e temperatura média entre 15 - 18 °C, é
representado por 44% dos acessos. Os outros 6% correspondem ao clima
tropical mesotérmico brando semiumido, com 4 — 5 meses secos e
temperatura média entre 10 — 15°C (TAB. 3 e FIG. 3). Em alguns trabalhos
com L. sidoides, realizados nos estados do CE (BOTELHO et al., 2007a;
CAVALCANTI et al., 2004; COSTA et al., 2005; FONTENELLE et al., 2007) e
RN (COSTA et al, 2001; MACAMBIRA et al.,, 1986), as plantas foram
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coletadas de locais caracterizados por clima tropical quente semiarido, com 7

— 8 meses secos, regides mais quentes e com periodos mais secos,

comparadas com as da presente pesquisa.

Figura 3 - Distribuicdo de 18 acessos de Lippia sidoides Cham., localizados
no norte de Minas Gerais e no Vale do Jequitinhonha, em mapa de Clima.
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Tabela 3 - Classificacdo climatica dos locais de ocorréncia dos 18 acessos
de Lippia sidoides Cham amostrados.

Tempertatura média

Acessos Clima
mensal
ICA-01 Tropical quente Semiarido 6 meses secos maior que 18°C
o
ICA-02 Tropical subquente  Semiarido 6 meses secos 15-18 Czjs]mmpéeslo menos

ICA-03 Tropical quente Semiumido 4 -Ssergoesses maior que 18°C
ICA-04 Tropical Semiamido 4~ meses 10 - 15°C
mesotérmico brando secos

o
ICA-05 Tropical subquente  Semiarido 6 meses secos 15 - 18°C em pelo menos

um més
ICA-06 Tropical quente Semiumido 4 -Ssergoesses maior que 18°C
ICA-07 Tropical quente Semiarido 6 meses secos maior que 18°C
ICA-08 Tropical quente Semiarido 6 meses secos maior que 18°C
ICA-09 Tropical quente Semiumido 4 -SSergoeSses maior que 18°C

0
ICA-10  Tropical subquente  Semiarido 6 meses secos 15-18°Cem pnelo menos
um més
4 - 5 meses

maior que 18°C
secos

ICA-11 Tropical quente Semiumido

0
ICA-12  Tropical subquente  Semiarido 6 meses secos 15 - 18°C em pelo menos

um més
0
ICA-13  Tropical subquente  Semiarido 6 meses secos 15-18 CL;mmpéeslo menos
o
ICA-14  Tropical subquente  Semiarido 6 meses secos 15-18°Cem pnelo menos
um més
ICA-15 Tropical quente Semiumido 4 -Ssergoesses maior que 18°C

o
ICA-16  Tropical subquente  Semiarido 6 meses secos 15-18 %;mmp:slo menos

ICA-17 Tropical quente Semiumido 4 -Ssergoesses maior que 18°C

15 - 18°C em pelo menos

ICA-18 Tropical subquente  Semiarido 6 meses secos A
um més

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

O teor de dleo essencial apresentou média de 3,40%, variando entre
0,28 e 7,78% (TAB. 4). Oliveira (2008), trabalhando com L. sidoides, verificou
rendimentos médios, minimo e maximo de 5,59%, 4,19% e 7,68%,
respectivamente. Porém vale ressaltar que esses resultados se referem a
producao em condigdes de cultivo, diferente daquelas da presente pesquisa
que foram em condi¢des naturais dos acessos. Dessa forma, os resultados
sao importantes para a caracterizagéo inicial do potencial de produgao de

cada populagéo.
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Tabela 4 - Teor de 6leo essencial de 18 acessos de alecrim-pimenta (Lippia
sidoides Cham.) coletados no norte de Minas Gerais e no Vale do
Jequitinhonha.

Municipios Acessos Teor (%)
Salinas ICA-01 1,92
Turmalina ICA-02 4,49
Turmalina ICA-03 3,36
Serro ICA-04 4,86
Serro ICA-05 5,54
Cristalia ICA-06 7,78
Montes Claros ICA-07 5,36
Juramento ICA-08 2,64
Glaucilandia ICA-09 4,13
Buendpolis ICA-10 1,36
Buendpolis ICA-11 3,33
Buendpolis ICA-12 2,57
Diamantina ICA-13 1,36
Turmalina ICA-14 1,98
Japonvar ICA-15 0,28
Taiobeiras ICA-16 2,03
Rio Pardo de Minas ICA-17 4,73

Itacambira* ICA-18 -

*O acesso apresentou quantidade insuficiente de folhas para quantificacdo do teor de dleo

essencial.

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

Em relagéo a caracterizagdo do solo, 78% dos acessos ocorreram em
solo distréfico (saturagdo por bases inferior a 50%), caracteristica de solos
mais pobres. Aproximadamente 67% das amostras apresentaram acidez
elevada a média, com variagdo de pH entre 5,0 e 6,1. Todos os locais de
ocorréncia dos acessos apresentaram niveis muito baixos de fdésforo,
corroborando Caldeira Junior et al. (2007), que, ao trabalharem com Caryocar
brasiliensis, espécie que ocorre nessas condigdes de solo, verificaram niveis
muito baixos de foésforo para a regiao norte de Minas Gerais. Em relagédo a
matéria organica, os niveis variaram entre médio e bom. A textura do solo
variou entre média e arenosa, caracterizando 56% e 44% dos acessos,
respectivamente. As médias e os respectivos desvios-padrdo de todos os

atributos caracterizados na analise de solo encontram-se na TAB. 5.
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Tabela 5 - Caracteristicas quimicas e fisicas do solo em 18 acessos de
Lippia sidoides Cham. coletados no norte de Minas Gerais e Vale do

Jequitinhonha.

Atributos do solo

Média * Desvio Padrao

pH em agua
P Mehlich (mg.kg™)
P remanescente (mg.L'1)
K" (mg.kg™)
Ca" (cmolc.dm™)
Mg* (cmolc.dm™)
AP** (cmolc.dm™)

H + AI** (cmolc.dm™®)
Soma de Bases (cmolc.dm™)
CTC (cmolc.dm™)
Saturagéo por aluminio (%)
CTCapH7,0 (cmolc.dm'3)
Saturacao por bases (%)
Matéria Orgéanica (dag.kg'1)
Areia grossa (dag.kg'1)
Areia fina (dag.kg'1)
Silte (dag.kg™)
Argila (dag.kg'1)

5,4+0,32
1,67%£1,3
24,43+7,81
71,17+66,89
1,54+1,37
0,63+0,53
0,6+0,48
3,29+1,77
2,36+2,01
2,95+1,83
29,39+24,57
5,64+2,25
39,06+24,3
3,82+1,13
19,79+14,6
46,66+12,1
16,44+8,42
17,11+8,57

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

4 CONCLUSAO

A maioria dos acessos amostrados de Lippia sidoides. ocorre

naturalmente em solos mais pobres e acidos, em vegetacao do tipo Savana,

com climas quentes, em regides com diferentes niveis de precipitagdo (desde

um intenso periodo seco até periodos bastante umidos) e grande variagdo de

altitude (desde 564 até 1264m).
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CAPITULO 3 - CRESCIMENTO E PRODUGAO DE FITOMASSA E DE
OLEO ESSENCIAL DE ACESSOS DE ALECRIM-PIMENTA (Lippia
sidoides Cham.) CULTIVADOS NO NORTE DE MINAS GERAIS

RESUMO

O alecrim-pimenta € uma importante planta medicinal, nativa do nordeste
brasileiro e semiarido mineiro, que, devido ao seu 6leo essencial, apresenta
grande potencial antifungico e antibacteriano. Observa-se grande
variabilidade da composicdo quimica do 6leo em seu estado nativo,
entretanto desconhece-se seu real potencial quimico ou agrondmico. Assim,
torna-se importante o estudo de crescimento e produgcdo da espécie, que
permite, além da avaliagdo de germoplasma, a domesticacdo da espécie.
Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o comportamento agronémico,
a producdo e o teor de Oleo essencial de 14 acessos de Lippia sidoides,
cultivados no norte de Minas Gerais. O experimento foi desenvolvido no
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICA/UFMG), Montes Claros, Minas Gerais, Brasil. Utilizou-se o delineamento
experimental em blocos casualizados com 14 acessos de Lippia sidoides e
trés repeticdes. Quinzenalmente, a altura da planta, o numero de folhas e o
didmetro do caule foram avaliados. Apds sete meses, a colheita foi realizada
para se avaliar a produgao de fitomassa fresca e seca, a produgéo e o teor
de O6leo essencial e o teor de timol. Os acessos de Lippia sidoides
apresentaram diferengas significativas para as caracteristicas: altura de
planta, nimero de folhas, didmetro do caule, fitomassa fresca e seca e
producdo de oleo essencial. Os acessos ICA-12, ICA-11, ICA-01, ICA-07,
ICA-06 e ICA-04 se mostraram como os mais promissores para produgao de
fitomassa e o6leo essencial enquanto que o acesso ICA-10 foi o menos
promissor. Os resultados de teor de timol evidenciam o significativo potencial
do acesso ICA-05, o qual podera ser utilizado em programas para melhorar a
qualidade do 6leo essencial produzido pela espécie.

Palavras-chave: Diversidade genética. Caracterizagdo agrondmica. Timol.
Plantas medicinais.
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CHAPTER 3 - GROWTH AND PHYTOMASS AND ESSENTIAL OIL
PRODUCTION OF ALECRIM-PIMENTA ACCESSIONS (Lippia sidoides
Cham.), CULTIVATED IN THE NORTH OF MINAS GERAIS

ABSTRACT

The alecrim-pimenta is an important medicinal plant, native of Northeast of
Brazil and semiarid of Minas Gerais and because of its essential olil, it
presents great antifungal and antibacterial potential. It was observed high
variability of chemical composition of the oil, in their natural state, however, it
is unknown its real chemical or agronomic potential. Thus, it is important the
study of specie growth and yield, since it is widely used on the germplasm
evaluation and medicinal plants domestication in order to select superior
genotypes. Therefore, the aim of this study was to evaluate the agronomic
behavior, the yield and essential oil content of 14 Lippia sidoides accessions,
cultivated in the North of Minas Gerais. The experiment was carried out in the
Instituto of Ciéncias Agrarias of Universidade Federal of Minas Gerais
(ICA/UFMG), Montes Claros, Minas Gerais State, Brazil. It was installed in a
randomized block design, with 14 Lippia sidoides accessions with three
replications. Each 15 days, the plant height, amount of leaves and stalk
diameter were analyzed. After seven months, the harvest was carried out to
analyze the fresh and dry phytomass, yield and essential oil content and
thymol content. The Lippia sidoides accessions presented significant
differences to the variables: plant height, amount of leaves, stalk diameter,
fresh and dry phytomass and essential oil production. The accessions ICA-12,
ICA-11, ICA-01, ICA-07, ICA-06 and ICA-04 show itself as the most promising
to the yield of phytomass and essential oil, while ICA-10 was the less
promising accession. The results of thymol content evidenced the significant
potential of accession ICA-05, which may be used in programs to improve the
quality of the essential oil produced by the specie.

Key words: Genetic diversity. Agronomic characterization. Thymol. Medicinal
plants.
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1 INTRODUGAO

O alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) é uma planta medicinal da
familia Verbenaceae, nativa do nordeste brasileiro e semiarido mineiro.
Apresenta comportamento caducifélio, porte ereto, com até trés metros de
altura e possui folhas aromaticas e picantes, as quais contém 6leo essencial
rico em timol e carvacrol (LORENZI; MATOS, 2008). Esses dois metabdlitos
apresentam atividade antibacteriana e antifungica (BRUNETON, 1999),
conferindo a planta grande importancia econémica. Medeiros et al. (2011),
em recente estudo, verificaram o 6leo essencial da espécie como um agente
promissor no controle da Leishmaniose cutanea. Outro importante trabalho foi
realizado por Moreira et al. (2011), que avaliaram a atividade antifungica de
proteinas presentes nas flores de L. sidoides e obtiveram resultados
promissores para futuras pesquisas, indicando potencial para a produgao de
plantas resistentes contra fungos, reduzindo o uso de fungicidas quimicos e
melhorando a qualidade e a seguranca de produtos vegetais.

Devido a relevancia apresentada pelo alecrim-pimenta e a necessidade
de conservagédo da espécie, € importante que haja estratégias, tanto para a
domesticagdo quanto para a conservagao da mesma. Dessa forma, o estudo
de crescimento é fundamental para esses dois processos. Outro ponto a se
destacar é que esse tipo de estudo ainda nao foi realizado no norte de Minas
e Vale do Jequitinhonha, tornando ainda mais importante o estudo de
crescimento e produgdo da espécie, uma vez que esse é bastante utilizado
na avaliagdo de germoplasma e na domesticacdo de plantas medicinais.
Oliveira (2008) trabalhou com L. sidoides no Estado do Sergipe e observou
importantes resultados, como gendétipos mais promissores para a produgao
de fitomassa e de éleo essencial. Em outro trabalho, Jannuzzi et al. (2011)
avaliaram caracteristicas agrondmicas e quimicas de acessos de Lippia alba,
cultivados no Distrito Federal. Os resultados encontrados evidenciaram um
potencial para incrementar a qualidade da matéria prima da espécie, além de
servir como subsidio para programas de melhoramento genético.

O estudo de crescimento, associado as praticas agrondmicas pode

potencializar o crescimento e o teor de 6leo essencial da espécie, fato
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significativamente importante para a criagdo de cultivos comerciais, visando a

produgdo em larga escala, além da criagdo de produtos baseados na matéria
prima do alecrim-pimenta.

Assim, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar o crescimento, o

teor, o rendimento de 6leo essencial e o teor de timol de acessos de Lippia

sidoides, cultivados no norte de Minas Gerais.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em campo, na Fazenda Experimental
Hamilton de Abreu Navarro do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG), em Montes Claros, norte de Minas
Gerais (16°41°00”S e 43°50’00"W), no periodo de fevereiro de 2010 a outubro
de 2011. O clima da regido, de acordo com a classificagao de Koéppen, é Aw,
com estacdo seca bem definida e chuvas concentradas nos meses de
novembro a janeiro.

Inicialmente, realizou-se a amostragem de 18 acessos de Lippia
sidoides, nas regides norte de Minas Gerais e Vale do Jequitinhonha. Foram
coletadas estacas para propagacédo e formacdo das plantas matrizes. O
material vegetativo foi levado a casa de vegetagdo do ICA/UFMG, onde foi
plantado em bandejas de poliestireno expandido, preenchidas com substrato
comercial Bioplant®. As estacas foram mantidas em leito de enraizamento,
com nebulizagao intermitente, por 35 dias. Apds esse periodo, as mudas
foram transplantadas em vasos plasticos, com capacidade para 15 litros,
devidamente preenchidos com substrato na proporcao de 2:1 (solo: esterco
bovino curtido). As plantas matrizes foram mantidas em casa de vegetacéo
até janeiro de 2011. Apds esse periodo, foram selecionadas estacas para
propagacéo e posterior plantio em campo.

O processo de produgdo das mudas foi semelhante ao das plantas
matrizes, com excegao do transplantio para vasos plasticos. Apds 35 dias no
leito de enraizamento, 14 acessos (TAB. 1) foram transplantados no campo.

Os acessos provenientes dos municipios Japonvar, Taiobeiras, Rio Pardo de
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Minas e Itacambira ndo apresentaram sucesso no processo de propagagao,

impossibilitando o transplantio dos mesmos no campo.

Tabela 1 - Acessos de Lippia sidoides Cham. utilizados na avaliagdo do
crescimento e 6leo essencial no norte de Minas Gerais. x

Identidade dos acessos Municipio de origem
ICA-01 Salinas - MG
ICA-02 Turmalina- MG
ICA-03 Turmalina- MG
ICA-04 Serro- MG
ICA-05 Serro- MG
ICA-06 Cristalia- MG
ICA-07 Montes Claros- MG
ICA-08 Juramento- MG
ICA-09 Glaucilandia- MG
ICA-10 Buendpolis- MG
ICA-11 Buendpolis- MG
ICA-12 Buendpolis- MG
ICA-13 Diamantina- MG
ICA-14 Turmalina- MG

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

O experimento em campo foi implantado no més de margo de 2011,
utilizando-se o delineamento em blocos casualizados, com trés repeticoes,
sendo uma planta por parcela. Utilizou-se o espagcamento 1,0 x 0,5m, sendo
um metro entre linhas e 0,5 m entre plantas (MELO et al., 2011a). O
transplantio foi realizado para covas de 30x30x30 cm, devidamente adubadas
com 12 kg m™ de esterco bovino curtido.

Durante todo o periodo de cultivo do alecrim-pimenta, foram realizadas
irrigagdes diarias, com duragdo de 1 — 2 horas, por gotejamento e controle de
plantas espontaneas, por meio de capinas manuais.

Apods o transplantio, quinzenalmente, realizaram-se avaliagbes dos
caracteres de crescimento com base nas seguintes caracteristicas: altura da
planta (cm), numero de folhas e didmetro (cm) do caule a 10 cm do solo.

A colheita foi realizada sete meses apds o transplantio das mudas, por
volta de 10 horas da manha (MELO et al., 2011b). Coletou-se toda a planta,

com o auxilio de tesouras de poda. Em seguida, as amostras foram
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encaminhadas ao Laboratério de Plantas Medicinais do ICA/UFMG, para

avaliacdo da producédo de fitomassa fresca e seca e da produgéo e teor de
6leo essencial. Amostras de 100g de folhas frescas foram armazenadas em
freezer, para posterior extracdo de o6leo essencial. Na determinacdo da
fitomassa seca, as amostras foram mantidas em estufa de circulagdo forgada
de ar a 65°C, até peso constante.

O ¢leo essencial foi extraido pelo método de hidrodestilagdo, usando-
se o aparelho de Clevenger, sendo utilizadas as amostras congeladas, em
baldes de vidro de um litro, com aproximadamente 2/3 do volume preenchido
com agua. O processo de extragao teve a duragdo de 2h40min (EHLERT et
al., 2006). Em seguida, o 6leo essencial foi separado da agua, com o auxilio
de micropipetas. Apds esse processo, o material vegetal resultante foi
mantido em estufa de circulacdo forcada de ar a 65°C, até atingir peso
constante. O teor de 6leo essencial foi expresso com base na matéria seca
da amostra utilizada na extragao.

A quantificagdo do teor de timol no 6leo essencial foi realizada por
meio de cromatografia, sendo essa analise realizada em cromatografo a gas
da Agilent Technologies (GC 7820A), equipado com detector de ionizagdo em
chama (CG/DIC) e coluna capilar HP-5 (Agilent Technologies), com fase
estacionaria 5% fenil e 95% metilpolisiloxano (30m de comprimento x
0,32mm de didmetro interno x 0,25um de espessura do filme). Nitrogénio
(99,996% de pureza) foi utilizado como gas de arraste a taxa de 1,2mL . min”"
e make up de 5 mL . min™. O injetor split/splitless foi mantido a 250°C. A
coluna cromatografica inicialmente a 40°C foi aquecida a uma taxa de 10°C .
min™" até 200°C, permanecendo nessa temperatura por trés minutos. Apds a
separagdo dos compostos, a temperatura foi elevada até 210°C,
permanecendo por um minuto. A temperatura do detector foi de 280°C com
fluxo de gas hidrogénio (99,995% de pureza) de 35mL . min™' e ar sintético
(99,999% de pureza) de 400 mL . min™'. Utilizando-se um auto-injetor
(7693A), 1uL da amostra, foi injetada no cromatoégrafo, a uma razéo de split
1:5. Solugdes padrao de timol (99,5% de pureza) obtido na Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA) foram preparadas em diclorometano (Vetec, Brasil) nas

concentragdes de 25, 50, 100, 250 e 500mg . L" e estocadas a 4°C até o
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momento das analises por CG/DIC. A partir dessas concentragdes, criou-se a

curva analitica para posterior quantificagdo do timol nas amostras de déleo
essencial. Essas amostras foram pesadas, utilizando-se balanga analitica,
tipo Shimadzu (Kyoto, Japdo) e diluidas em diclorometano para analises
cromatograficas. As amostras diluidas foram transferidas para vials de 2mL e
as injecdes no CG/DIC foram realizadas em triplicatas para cada amostra.

Os resultados das avaliagbes de crescimento foram submetidos a
andlise de regressdo em fungdo do tempo. Os dados das analises de
produgéo foram submetidos a analise de varidncia e, em seguida, as médias
foram comparadas pelo teste Scott & Knott, com a utilizagdo do programa
Sistema para Anélises Estatisticas e Genéticas (SAEG) (RIBEIRO JUNIOR,
2001). Antes da realizagdo da analise de variancia, fez-se uma analise
exploratdria, utilizando-se o teste de Cochran e Bartlett, para identificagdo da
homogeneidade entre as variancias dos resultados. Como os resultados
mostraram heterogeneidade, os dados foram transformados para Log(x)
(BANZATTO; KRONKA, 2006).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nas caracteristicas avaliadas, percebe-se grande
variabilidade entre os acessos amostrados. Em relagdo a altura, foram
observadas desde plantas com tamanho inferior a 0,50 m até superiores a 2
m (GRAF. 1.). Os acessos que mais se destacaram foram: ICA-04, ICA-08,
ICA-11, ICA-03, ICA-12, ICA-06, ICA-07, ICA-01, ICA-09 e ICA-02 sendo os
mais altos entre os avaliados. Os mais baixos foram representados por ICA-
05, ICA-13, ICA-10 e ICA-14 (TAB. 5). Oliveira (2008), trabalhando também
com Lippia sidoides, e Arrigoni-Blank et al. (2005), trabalhando com Hyptis
pectinata, observaram variagfes significativas entre as alturas dos acessos

avaliados.
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Grafico 1 - Altura de 14 acessos de Lippia sidoides Cham. cultivados no
norte de Minas Gerais no periodo de margo a outubro de 2011.
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Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

Tabela 2 - Equagdes lineares referentes a caracteristica altura de 14 acessos
de Lippia sidoides Cham. cultivados por 225 dias em Montes Claros — MG.

2

Acessos Equacbes r
ICA-01 y =0,7758x - 3,2576 r?=0,9975
ICA-02 y =0,6939x - 13,453 r?=0,9975
ICA-03 y=0,9911x - 15,99 r’=0,9984
ICA-04 y =0,8332x - 8,4397 r’=0,9956
ICA-05 y =0,577x - 16,058 r’=0,9878
ICA-06 y = 0,9405x - 11,559 r>=0,9989
ICA-07 y =0,8437x - 10,131 r?=0,9979
ICA-08 y = 1,0494x - 16,483 r’=0,9992
ICA-09 y = 0,6955x + 1,4461 r’=0,9966
ICA-10 y =0,197x + 0,0466 r>=0,9969
ICA-11 y = 0,9862x - 6,4863 r’=0,9973
ICA-12 y =0,9018x - 2,4222 r’=0,9948
ICA-13 y = 0,3204x - 4,1552 r’=0,9966
ICA-14 y =0,1385x - 1,953 r>=0,9929

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

Considerando a caracteristica nimero de folhas, percebe-se pela TAB.
5 que os acessos ICA-12 e ICA-11 se destacaram, com crescimento
significativamente superior aos demais. As menores médias foram
apresentadas pelos acessos: ICA-05, ICA-10, ICA-13 e ICA-14. Essa
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caracteristica é importante, principalmente porque é o 6rgéo responsavel pela
producao de 6leo essencial. Essa afirmagao pode ser confirmada pela TAB.
7, uma vez que o numero de folhas apresenta significativa correlagao positiva
(0,6221) com a produgao de 6leo essencial. O didmetro do caule também foi
marcado por grande variacdo, sendo as plantas com maior desenvolvimento
cambial representadas por: ICA-11, ICA-07, ICA-12, ICA-04, ICA-01, ICA-06,
ICA-08 e ICA-09 (TAB. 5). Esses resultados foram semelhantes aos
observados por Blank et al. (2004), ao trabalharem com diversos acessos de
Ocimum sp. Em relagéo as trés caracteristicas de crescimento, os acessos
ICA-10, ICA-13 e ICA-14 se encontraram entre as menores médias, o que

indica baixo desenvolvimento vegetativo desses.

Grafico 2 - Numero de folhas de 14 acessos de Lippia sidoides Cham.
cultivados no norte de Minas Gerais no periodo de margo a outubro de 2011.
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Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.
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Tabela 3 - Equacgdes lineares referentes a caracteristica nimero de folhas de

14 acessos de

Lippia sidoides Cham. cultivados por 225 dias em Montes

Claros — MG.

Acessos Equacbes re
ICA-01 y =4,4484x - 124,52 rz2=0,9851
ICA-02 y =5,9786x - 173,62 rz2=0,9640
ICA-03 y = 8,0103x - 228,05 rz2=0,9871
ICA-04 y =7,0079x - 187 rz2=0,9880
ICA-05 y =2,3405x - 71,573 rz=0,9811
ICA-06 y = 9,5246x - 288,95 rz2=0,9792
ICA-07 y = 6,546x - 203,43 rz2=0,9771
ICA-08 y =5,9881x - 167,48 rz2=0,9870
ICA-09 y =6,3214x - 186,47 rz=0,9833
ICA-10 y = 1,4405x - 26,478 rz2=0,9878
ICA-11 y =16,389x - 5121 rz2=0,9740
ICA-12 y =17,627x - 498,57 rz2=0,9862
ICA-13 y =0,4907x - 5,1524 rz2=0,9967
ICA-14 y =0,1726x - 2,5702 rz2 =0,9956

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

Grafico 3 - Diametro do caule de 14 acessos de Lippia sidoides cultivados no
norte de Minas Gerais no periodo de margo a outubro de 2011.
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Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

Tabela 4 - Equacdes lineares referentes a caracteristica didmetro do caule de

14 acessos de
Claros — MG.

Lippia sidoides Cham. cultivados por 225 dias em Montes
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2

Acessos Equacbes r
ICA-01 y = 0,0858x - 0,2342 r?=0,9507
ICA-02 y =0,0602x - 0,4121 r’=0,9538
ICA-03 y = 0,0552x - 0,0479 r? = 0,9495
ICA-04 y = 0,0642x - 0,2104 rz=0,9541
ICA-05 y = 0,0534x - 0,7569 r>=0,9409
ICA-06 y =0,0729x + 0,1278 r’=0,9515
ICA-07 y =0,1073x - 1,2256 r2=0,9431
ICA-08 y =0,0754x - 0,4978 r>=0,9505
ICA-09 y = 0,0648x - 0,2216 r’=0,9539
ICA-10 y =0,0255x + 0,148 r’=0,9554
ICA-11 y =0,1102x + 0,1928 r’=0,9584
ICA-12 y =0,0971x + 0,5829 r’=0,9588
ICA-13 y =0,0131x + 0,1544 r2=0,9445
ICA-14 y =0,0107x + 0,1279 r’=0,9448

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

Tabela 5 - Altura da planta, nimero de folhas e didmetro do caule de 14
acessos de Lippia sidoides Cham. cultivados por 225 dias em Montes Claros

- MG.

Acessos  Altura da planta Nudmero de Folhas Diametro do Caule
ICA-04 261,76 a 2042,89b 18,56 a
ICA-08 219,63 a 1179,84 b 14,81 a
ICA-11 215,41 a 3175,43 a 22,56 a
ICA-03 207,01 a 1574,27 b 11,16 b
ICA-12 200,48 a 3467,51 a 20,3 a
ICA-06 200,06 a 1854,09 b 14,92 a
ICA-07 179,70 a 1269,42 b 20,55 a
ICA-01 171,30 a 876,37 b 17,17 a
ICA-09 157,94 a 1235,84 b 12,93 a
ICA-02 142,68 a 1171,57 b 11,80 b
ICA-05 113,77 b 455,04 c 10,07 b
ICA-13 68,00 b 105,00 c 281c
ICA-10 44,37 b 297,64 c 531c
ICA-14 29,21b 36,26 ¢ 229¢c

C.V. (%) 27,64 30,57 37,42

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.
Nota: Médias seguidas pela mesma letra,

nas colunas,

ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste Scott & Knott, em nivel de 5% de
probabilidade.

Em relagcdo as caracteristicas analisadas apds a colheita, apenas 12

acessos puderam ser avaliados, uma vez que as plantas pertencentes ao
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ICA-13 e ICA-14 nao sobreviveram até o final do experimento. Como

demonstrado anteriormente, os dois acessos em questdo apresentaram
pequeno crescimento vegetativo.

Entre os 12 acessos, ICA-12, ICA-11, ICA-01, ICA-07, ICA-06 e ICA-04
foram superiores aos demais para as caracteristicas producdo de fitomassa
fresca, de fitomassa seca e de 6leo essencial. Os menores resultados foram
observados no acesso ICA-10. Apenas o teor de 6leo essencial nao
apresentou diferengas estatisticas entre as amostras, sendo que os valores
variaram entre 1,45 e 5,89%. Esses resultados s&o inferiores aos
encontrados por Oliveira (2008), caracterizando acessos de Lippia sidoides,
que apresentaram até 7,68% de teor 6leo essencial, porém a producgao de
fitomassa fresca foi de apenas 62,94g. Mesmo com o acesso que gerou
304,18g de fitomassa e 6,77% de teor, os resultados s&o consideravelmente
baixos, quando comparados com os da presente pesquisa. A variabilidade
entre os acessos se mostrou bastante significativa para as produgdes de
fitomassa fresca, fitomassa seca e 6leo essencial e para o teor de timol,
gerando uma relagéo de 21:1, 18:1, 105:1 e 830:1, respectivamente, entre o
maior e o menor valor (TAB. 6). Em relagcao ao teor de timol, a maioria dos
acessos apresentou médias inferiores a 7%. Esses resultados divergem dos
encontrados por Oliveira (2008), o qual verificou apenas um acesso com teor
de timol de aproximadamente 7%. Os demais acessos apresentaram teores
superiores a 45%.

O acesso que mais se destacou foi o ICA-05, com teor médio de
66,40%, sendo estatisticamente superior aos demais. O segundo com maior
teor de timol foi apresentado pelo ICA-04, com média de 43,23%, valor
significativamente superior ao restante dos acessos (TAB. 6).
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Tabela 6 - Produgao de fitomassa fresca (FMF), de fitomassa seca (FMS), de
6leo essencial (Oleo), de teor de 6leo essencial (Teor) e de teor de timol
(Timol) de 12 acessos de Lippia sidoides Cham. cultivados no norte de Minas
Gerais.

Acessos  FMF (g) FMS (g) Oleo (g) Teor (%)™ T;:Z;)I
ICA-12 1784,413 a 324,07 a 9,71 a 3,30 0,08 ¢c
ICA-11 1561,50 a 286,90 a 8,15 a 2,83 0,83c
ICA-01 988,43 a 214,64 a 9,07 a 4,38 6,01c
ICA-07 1075,18 a 237,61 a 11,57 a 5,01 2,23 ¢
ICA-06 947,27 a 196,40 a 8,99 a 4,35 2,28 ¢
ICA-04 816,95 a 173,43 a 8,55 a 4,04 43,23 b
ICA-03 659,56 b 132,98 b 470b 3,14 0,66 c
ICA-09 602,34 b 133,11 b 478 b 3,97 3,06 ¢
ICA-02 460,90 b 95,02 b 414 b 4,27 2,08 ¢
ICA-08 432,62 b 87,88 b 2,38b 2,94 2,72¢c
ICA-05 261,30 c 57,07 c 2,45b 5,89 66,40 a
ICA-10 84,53 d 18,48 d 0,11¢ 1,45 19,04 ¢

C.V. (%) 6,523 9,279 36,603 36,018 52,041

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Scott & Knott, em nivel de 5% de
probabilidade.

De acordo com a FIG. 1, observa-se que os 6leos essenciais dos
acessos estudados apresentaram uma diversidade de componentes, com
destaque para ICA-03, ICA-11 e ICA-12. Esses resultados sao importantes,
uma vez que evidenciam a necessidade de novas investigagdes para

identificar essas substancias e as propriedades farmacoldgicas.
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Figura 1 - Cromatogramas dos 6leos essenciais de 12 acessos de Lippia

sidoides Cham. cultivados no norte de Minas Gerais:

A) ICA-01
B) ICA-02
C) ICA-03
D) ICA-04
E) ICA-05
F) ICA-06
G) ICA-07
H) ICA-08
1) ICA-09

J) ICA-10
K) ICA-11
L) ICA-12
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Fonte: MELO, 2012.

Nem todas as plantas que apresentaram as maiores alturas resultaram

nas maiores produgdes de fitomassa, como é o caso de ICA-08 e ICA-03,

que apresentaram produgdes intermediarias. Esse resultado é semelhante ao

encontrado por Blank et al. (2004), ao trabalharem com Ocimum sp., que

observaram que a planta com maior altura ndo resultou na maior produgao de

fitomassa. Esses autores sugerem que isso ocorreu devido a interagdo de

diversas variaveis, sendo uma delas o numero de folhas por planta. Esta
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pesquisa divergiu dos resultados encontrados por Blank et al. (2004) e por e

Januzzi et al. (2011), esses ultimos trabalhando com Lippia alba, observaram
variacao significativa do teor de 6leo essencial entre os acessos amostrados.
Januzzi et al. (2011) também observaram diferencas para as caracteristicas
fitomassa fresca e seca e produgado de 6leo essencial. Com base em todos
os trabalhos mencionados, percebe-se a importancia da variabilidade entre
acessos avaliados, uma vez que os genoétipos superiores podem ser
utilizados em programas de melhoramento genético e, consequentemente,
favorecer a produgdo de variedades ou gendtipos com maiores
produtividades e teor de d6leo essencial. Projetando-se os resultados da
presente pesquisa para producdo por hectare, os acessos com maiores
produtividades de fitomassa fresca apresentaram uma média de 35,69t . ha™
(ICA-12), 31,23 t . ha™ (ICA-11), 19,77 t . ha™' (ICA-01), 21,50 t . ha™ (ICA-
07), 18,95 t . ha' (ICA-06) e 16,34 t . ha" (ICA-04). Em relagdo &
produtividade de éleo essencial, as médias foram de 194,2 kg . ha™ (ICA-12),
163 kg . ha™ (ICA-11), 181,4 kg . ha™' (ICA-01), 231,4 kg . ha™ (ICA-07), 179,8
kg . ha” (ICA-06) e 171 kg . ha™ (ICA-04).

As caracteristicas de crescimento e producdo de fitomassa e dleo
essencial apresentaram correlagdes altamente significativas e positivas entre
si (TAB. 7.), sugerindo que acessos mais altos, com maior niumero de folhas
e didmetro do caule apresentam maiores produtividades, tanto de fitomassa
quanto de 6leo essencial. Jannuzzi et al. (2011), trabalhando com Lippia alba,
também observaram correlagdes positivas entre a produgao de fitomassa e a
de o6leo essencial e entre o teor e a produgao de 6leo essencial. Porém,
esses autores observaram uma correlagdo negativa entre o teor de dleo
essencial e o teor de citral (principal constituinte do 6leo de L. alba, assim

como o timol para L. sidoides), diferentemente da presente pesquisa.
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Tabela 7 - Coeficientes de correlacdo de Pearson entre as caracteristicas
(fitomassa fresca — FMF; fitomassa seca — FMS; altura da planta — ALT;
numero de folhas — NFO; diametro do caule — DCA; produgido de dleo
essencial — OLE; teor de oleo essencial — TEO; teor de timol — TIM)
analisadas de 12 acessos de Lippia sidoides Cham. no norte de Minas
Gerais.

FMS  ALT NFO DCA OLE TEO TIM

FMF  0,984* 0,408 0,752 0,714* 0,825*  -0,018"%  -0,271""
FMS - 0,416* 0,710  0,696* 0,869  -0,003"  -0,258"*
ALT - 0,600  0,503** 0,433*  0,102"%  -0,154™*
NFO - 0,534* 0,622  -0,012"  -0,214"
DCA - 0,629  0,093"%  -0,183"°
OLE - 0,322  -0,125"
TEO - 0,368*

* *%*

n.s. ndo significativo; * significativo a 5% de probabilidade de erro;
significativo a 1% de probabilidade de erro.
Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

4 CONCLUSAO

Os acessos amostrados de Lippia sidoides apresentam significativa
variabilidade para as caracteristicas: altura de planta, nimero de folhas,
diametro do caule, fitomassa fresca e seca, producdo de 6leo essencial e teor
de timol.

Os acessos ICA-12, ICA-11, ICA-01, ICA-07, ICA-06 e ICA-04 se
mostram como os mais promissores para a producao de fitomassa e de déleo
essencial, enquanto o acesso ICA-10, o menos promissor.

Considerando-se o teor de timol, foi evidenciado o potencial do acesso
ICA-05, o qual podera ser utilizado em programas para melhorar a qualidade

do 6leo essencial produzido pela espécie.
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CAPITULO 4 - DIVERGENCIA GENETICA E MODO DE REPRODUGAO DO
ALECRIM-PIMENTA (Lippia sidoides Cham.)

RESUMO

O alecrim-pimenta (Lippia sidoides) é uma planta medicinal com folhas
aromaticas.Apresenta 6leo essencial com importante atividade farmacoldgica,
especialmente como antisséptico e antimicrobiano. E considerada como uma
das sete espécies prioritarias da caatinga para conservagdo e manejo. Assim,
€ essencial estudar a variabilidade genética e o modo de reproducéo da
espécie, uma vez que essas informagdes podem auxiliar, significativamente,
no processo de conservagao e, consequentemente, nos programas de
melhoramento genético. Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a
divergéncia genética por meio da técnica de eletroforese de isoenzimas e de
dados agrondmicos e determinar o modo de reproducdo de L. sidoides por
meio da relagdo polen/évulo. Doze acessos de L. sidoides foram submetidos
a analise eletroforética de isoenzimas em gel de amido, visando a analisar a
sua divergéncia genética. Os sistemas enzimaticos IDH, MDH e SKDH foram
estudados. A similaridade genética foi avaliada com base na auséncia ou na
presenga de bandas. Os dados agrondmicos foram analisados com base na
producdo de fitomassa fresca e seca, na produgdo e no teor de dleo
essencial, na altura da planta, no nimero de folhas, no diametro do caule e
no teor de timol. Matrizes de dissimilaridade foram calculadas (indice de
Jaccard - caracterizagdo isoenzimatica; distdncia média Euclidiana -
caracterizagdo agrondémica). Os acessos foram agrupados seguindo o
método de Tocher. Para a analise do modo de reprodugéao, foram utilizadas
30 flores coletadas de plantas matrizes no Horto Medicinal do ICA/UFMG.
Cada antera foi esmagada sobre lamina de microscopia e corada com
carmim acético. Todos os gréos de pdélen foram contados, com o auxilio de
microscoépio 6tico. O ovario foi aberto e todos os évulos foram contados. Os
resultados da divergéncia genética mostraram que os acessos ICA-05 e ICA-
08 foram os mais dissimilares, enquanto ICA-08 e ICA-12 apresentaram a
maior similaridade, pelos dados isoenzimaticos. O agrupamento de Tocher
gerou trés grupos: | e Il, com cinco acessos cada e Ill, com dois acessos. A
divergéncia genética por meio dos dados agrondmicos apresentou ICA-02 e
ICA-09 como os acessos mais similares e ICA-10 e ICA-12 como 0s menos
similares. O agrupamento de Tocher gerou trés grupos também: |, com dez
acessos e Il e lll, com um acesso cada. Em relagdo ao modo de reproducéo
da espécie, a relagao poélen/évulo mostrou que L. sidoides apresentou 1553 +
443 graos de polen por évulo. Essa raz&o evidencia que a espécie é alogama
facultativa. Assim, a alta variabilidade apresentada nestapesquisa corrobora
a identificagdo do modo de reproducdo da espécie.

Palavras-chave: Isoenzimas. Variabilidade genética. Eletroforese. Relagéo
polen/évulo. Plantas medicinais.
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CHAPTER 4 - GENETIC DIVERGENCE AND REPRODUCTION MODE OF
ALECRIM-PIMENTA (Lippia sidoides Cham.)

ABSTRACT

The alecrim-pimenta (Lippia sidoides) is a medicinal plant with aromatic
leaves that present essential oil with important pharmacological activities,
especially as antiseptic and antimicrobial. It is considered one of the seven
prioritary species of Caatinga to conservation and management. Thus, it is
essential to study the genetic variability and the species reproduction mode,
once this information can support significantly the conservation process and,
consequently, the genetic improvement programs. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the genetic divergence by the isoenzymes
electrophoresis technique and the agronomic data and determine the
reproduction mode of L. sidoides by the pollen/ovule ratio. Twelve accessions
of L. sidoides were analyzed through isoenzymes electrophoresis in starch
gel, aiming to analyze its genetic divergence. The enzymatic systems IDH,
MDH and SKDH were studied. The genetic similarity was evaluated based on
the absence or presence of bands. The agronomic data were analyzed based
on fresh and dry phytomass production, essential oil yield, essential oil
content, plant height, amount of leaves, stalk diameter and thymol content.
Dissimilarity matrices were calculated (Jaccard index — isoenzymatic
characterization; average Euclidean distance — agronomic characterization).
The accessions were clustered following Tocher's method. To the
reproduction mode analysis, 30 flowers were collected from stock plants in
medicinal vegetable garden of ICA/UFMG were used. Each anther was
squashed on microscopy sheet and colored with carmim acetic. Every pollen
grain was counted with the aid of an optic microscope. The ovary was opened
and the ovules counted.The results of the genetic divergence showed the
accessions ICA-05 and ICA-08 were the most dissimilar, while ICA-08 and
ICA-12 presented the highest similarity by the isoenzymatic data. Tocher’s
cluster provided three groups: | and Il with five accessions each and Il with
two accessions. The genetic divergence by the agronomic data presented
ICA-02 and ICA-09 as the most similar accessions and ICA-10 and ICA-12 as
the lowest. Tocher’s cluster provided three groups too: | with ten accessions
and Il and Il with one accession each. In relation to the species reproduction
mode, the pollen/ovule ratio showed that L. sidoides presented 1553 + 443
pollen grains per ovule. This likelihood indicates that the specie is facultative
alogamous. Thus, the high variability presented in this work corroborates the
identification of the reproduction mode of the specie.

Key words: Isoenzymes. Genetic variability. Electrophoresis. Pollen/ovule
ratio. Medicinal plants.
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1 INTRODUGAO

O alecrim-pimenta (Lippia sidoides) € uma planta medicinal da familia
Verbenaceae, nativa do nordeste brasileiro e semiarido mineiro, prépria da
vegetagdo do semiarido e que possui folhas aromaticas e picantes, as quais
contém oleo essencial rico em timol e carvacrol (LORENZI; MATOS, 2008). O
6leo da espécie apresenta propriedades farmacologicas importantes,
principalmente como antisséptico e antimicrobiano. Esta presente na lista das
sete espécies prioritarias da caatinga para conservagdo e manejo (VIEIRA;
SILVA, 2002). Esse é um fato preocupante, pois diversas espécies
medicinais brasileiras foram exportadas em grande quantidade no passado e
vém sendo exploradas de forma predatéria na atualidade, gerando
significativas redugdes na sua diversidade genética.

De acordo com Oliveira e Martins (1998) e Martins et al. (2000), talvez
o melhor exemplo seja o caso da ipeca (Psychotria ipecacuanha), que teve a
sua diversidade genética reduzida tanto pelo extrativismo em larga escala,
quanto pela redugdo das matas onde ocorria naturalmente. Dessa forma,
torna-se cada vez mais importante a conservagao dos recursos genéticos das
plantas medicinais, especialmente da L. sidoides, que esta listada como
prioritaria. Scheffer et al. (1998) sugerem ag¢des mais urgentes, como o
manejo sustentado, a domesticagdo e o desenvolvimento de tecnologias de
cultivo. Para o desenvolvimento dessas agoes, é essencial que se estude a
variabilidade genética presente na natureza e se conhegam diversos
aspectos da biologia da espécie; entre eles, o modo de reproducéo. Além
disso, essas informagbes sdo imprescindiveis para definigdo das estratégias
de conservagdo e melhoramento genético (BOREM; MIRANDA, 2009). A
variagdo genética entre as espécies é importante, por gerar individuos com
caracteristicas distintas, como resisténcia a fatores ambientais e diferentes
teores de metabdlitos. Fatores que contribuem, significativamente, para os
programas de melhoramento genético e favorecem a criagdo de plantas
superiores. Entretanto, pouco tem sido feito, em termos de caracterizagédo
genética de espécies nativas e falta eficiéncia para impedir a erosdo genética
em longo prazo em diversas areas do pais (GUERRA; NODARI, 2003).
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De acordo com Cruz (2008), varias caracteristicas s&o utilizadas para a

avaliagdo da divergéncia genética de uma espécie, sendo as mais utilizadas
as moleculares e agronémicas. Com base nessas informacdes, possibilita-se
o calculo de medidas de dissimilaridade, que representam a diversidade no
conjunto de acessos estudados. Para a andlise molecular, os marcadores
isoenzimaticos sdo comumente utilizados, uma vez que apresentam
eficiéncia, baixo custo, metodologia facil, além de possibilitar a identificagdo
de locos em homozigose e heterozigose (FALEIRO, 2007). Esses
marcadores ndo requerem estudo prévio do genoma e permitem a analise
rapida de um grande niumero de amostras (ROBINSON, 2006). Gongalves et
al. (2010), em recente estudo com Dimorphandra mollis, admitem a
importdncia da utilizagcdo de sistemas enzimaticos para analise da
variabilidade genética. Conforme esses autores, os resultados desse estudo
sdo essenciais para a adocido de estratégias de manejo adequadas a
conservagao genética da espécie.

Em relagdo a biologia de reproducédo das espécies, Cruden (1977)
afirma que o sistema reprodutivo das plantas se correlaciona a razao
polen/évulo e, com base nessa relagdo, é possivel a identificagdo do modo
de reproducgéo da espécie, sendo que quanto maior a quantidade de pélen,
maior a probabilidade da espécie se reproduzir por polinizagdo cruzada. Esse
autor também considera esse método o melhor indicador do sistema de
reproducdo das plantas, quando comparado a analise da morfologia floral e
do tamanho das flores. Conforme Almeida (2007), esse trabalho constitui-se
em uma alternativa rapida e de baixo custo, quando comparado as técnicas
de cruzamentos artificiais controlados e de marcadores moleculares, além de
ser usado nos estudos de evolugdo dos mecanismos reprodutivos das
plantas. Assim, os estudos com as espécies medicinais Allamanda blanchetii
(ARAUJO et al., 2011), Aloe vera e Aloe saponaria (VELASQUEZ-ARENAS;
IMERY-BUIZA, 2008), Alpinia zerumbet (KRIECK et al., 2008), Ocimum
sanctum (ALMEIDA, 2007), Amasonia campestris (RAMIREZ, 2007),
Zeyheria montana (BERTONI, 2003), Hedychium spicatum (JUGRAN et al.,
2011) e Vismia guianensis (SANTOS; MACHADO, 1999) exemplificam e

confirmam a importancia desse método.
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Com base na prioridade de conservacéo de L. sidoides e na falta de

informagbes sobre a divergéncia genética e o modo de reproducdo da
espécie, é de suma importancia conduzir estudos nessa area, pois permite a
definicdo de estratégias de conservagdo e, consequentemente, podera
subsidiar futuros estudos, visando ao melhoramento genético da espécie.
Assim, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar a variabilidade genética e o

modo de reproducgao de L. sidoides.

2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Instituto de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG), no periodo de margo a
novembro de 2011.

Para o estudo de divergéncia genética, foram analisados 12 acessos,
sendo trés individuos por acesso (TAB. 1.) de L. sidoides, cultivados sob
delineamento em blocos ao acaso, no espagamento 1,0 x 0,5m, sendo um
metro entre linhas e 0,5m entre plantas (MELO et al., 2011a), com sistema de

irrigagdo por gotejamento.

Tabela 1 - Identificacdo dos acessos de Lippia sidoides Cham. avaliados.

Identidade dos acessos Municipio
ICA-01 Salinas - MG
ICA-02 Turmalina — MG
ICA-03 Turmalina — MG
ICA-04 Serro - MG
ICA-05 Serro - MG
ICA-06 Cristalia — MG
ICA-07 Montes Claros — MG
ICA-08 Juramento — MG
ICA-09 Glaucilandia — MG
ICA-10 Buenodpolis — MG
ICA-11 Buenodpolis — MG
ICA-12 Buendpolis - MG

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.
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2.1 Modo de reprodugido

A relagdo pélen/évulo foi obtida com a divisdo da média do numero de
grdos de pdlen presentes pela média do numero de évulos em uma flor,
conforme metodologia descrita por Cruden (1977). Foram coletadas 30 flores,
provenientes de plantas de alecrim-pimenta localizadas no Horto Medicinal
do ICA/UFMG, com flores na pré-antese e, em seguida, essas foram
analisadas por meio de microscépio estereoscopico, para determinagido do
numero de 6vulos existentes em cada ovario. Esse numero foi determinado
por meio do corte da parede do ovario, utilizando-se um bisturi, seguindo a
contagem dos 6vulos. Posteriormente, uma antera de cada flor foi retirada
para determinacdo do numero de grdos de pdlen em microscopico 6tico. A
antera foi esmagada sobre I&mina para microscopia, sendo adicionado o
corante carmim acético e, em seguida, foi mensurado o niumero de graos de

poélen. A relagdo poélen/évulo (P/O) foi estabelecida pela seguinte expresséao:

P/O = n°. de graos de pélen em uma antera x n°. de anteras

n°. de 6vulos

2.2 Caracterizagdo isoenzimatica

A caracterizagdo foi realizada por meio da técnica de eletroforese
horizontal em gel de amido de milho. Foram testados trés sistemas
enzimaticos: Isocitrato-desidrogenase (IDH), Malato-desidrogenase (MDH) e
Chiquimato-desidrogenase (SKDH).

Na extracdo enzimatica, foram coletadas amostras de folhas,
provenientes dos acessos cultivados em campo, e, em seguida,
armazenadas em sacos plasticos sob gelo picado em caixa de isopor. As
amostras foram, imediatamente, levadas ao Laboratério de Plantas
Medicinais do ICA/UFMG para extragao. Aproximadamente, 0,167g de folhas,
por acesso, foram pesados e macerados em almofariz de porcelana
previamente resfriado. Acrescentaram-se aproximadamente 30mg de PVPP e

450uL da solugdo extratora (TAB. 2.), recomendadas por Alfenas et al.



72
(2006). O macerado foi absorvido por retdngulos de papel Whatmann®, com
medidas de 0,8 x 0,4cm.

Tabela 2 - Solugbes de extragdo e do eletrodo empregadas no processo de
eletroforese de isoenzimas e na extragdo de enzimas de tecidos foliares de
Lippia sidoides Cham.

Extragdo (pH 8,5)* Eletrodo (pH 7,0)**
Componentes Quantidade Componentes  Quantidade
Fosfato de sddio bibasico 0,69 Tris 16,359
Sacarose 79 Acido citrico 9,049

PVP-40 2,569 Agua desionizada 1000mL
L-acido ascérbico 100mg
DIECA 100mg
Bissulfito de sédio 50mg
Borato de so6dio (bdrax) 50mg
B-mercaptoetanol 0,2mL

polietilenoglicol - 6000 19

Agua desionizada 100mL

*ALFENAS et al. (2006) **SHAW; PRASAD (1970)
Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

No preparo do gel, utilizaram-se 40 ml da solugéo do eletrodo (TAB. 2.)
e o volume foi completado com agua destilada até atingir 600ml. A solugéo foi
transferida para um Erlenmeyer de 1000 mL e, em seguida, acrescentaram-
se 18g de sacarose e 72g de amido de milho. O composto foi aquecido por
aproximadamente quatro minutos em forno micro-ondas, sendo vertido em
forma de acrilico para eletroforese horizontal. Ao atingir a temperatura
ambiente, foi alocado em geladeira até ser utilizado na manhad do dia
seguinte.

Os géis foram retirados da geladeira e, com bisturi, fez-se um corte
transversal a aproximadamente 4cm da extremidade catodal. A parte menor
do gel foi afastada e os retdngulos de papel contendo as amostras foram
aplicados em numero de seis, no primeiro gel, e sete, no segundo gel. Cada
retdngulo de papel correspondeu a amostra de um acesso. Nas extremidades

do gel, foram inseridos retadngulos de papel Whatmann®, com azul-de-
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bromofenol, para visualizagdo da frente de migragédo e do término da corrida.

Em seguida, as duas partes do gel foram reunidas e seguiu-se a corrida
eletroforética.

Cada forma com o gel foi colocada entre duas cubas com os eletrodos
e 150mL da solugdo do eletrodo. Na conexdo do gel as cubas, utilizou-se
tecido dobrado tipo “perfex”. Inicialmente, procedeu-se a pré-corrida durante
30 minutos (15mA). Apos esse periodo, retiraram-se os retangulos de papel e
a corrida foi reiniciada (33mA), por aproximadamente quatro horas ou até a
cor do azul-de-bromofenol atingir nove centimetros no gel, a partir da origem
da corrida. As corridas eletroforéticas foram realizadas em geladeira a 4°C.

Apds a corrida eletroforética, o gel foi cortado, com fio de nylon n°20,
horizontalmente em fatias de aproximadamente 2 mm de espessura. As fatias
foram incubadas em solugdo reveladora por periodo apropriado a cada
sistema enzimatico, conforme recomendado por Alfenas et al. (2006). Apos a
revelacdo das bandas, os géis foram lavados em &gua corrente e
mergulhados em solugdo aquosa de glicerina 10%, por cerca de 24 horas,
sendo armazenados em geladeira, nesse periodo.

Com a revelagédo das bandas, foram delineados os zimogramas para
cada sistema enzimatico. Em seguida, criaram-se as matrizes binarias (1 =
presenga; 0 = auséncia da banda eletroforética) com os resultados dos

zimogramas.

2.3 Caracterizagdao agrondmica

Na coleta dos dados agronbémicos, foram mensuradas as seguintes
caracteristicas: produgdo de fitomassa fresca; produgédo de fitomassa seca,;
altura da planta; numero de folhas; diametro do caule; produgdo de o6leo
essencial; teor de 6leo essencial, com base na matéria seca; e teor de timol,

com base no 6leo essencial.
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2.4 Divergéncia genética

Para a avaliagdo da divergéncia genética, utilizou-se o programa
GENES (CRUZ, 2008).

2.4.1 Divergéncia genética por padrdes isoenzimaticos

Utilizou-se o indice de Similaridade de Jaccard, definido pela férmula
(CRUZ, 2008):

. a
= atb+c

Onde:

a = numero de coincidéncias do tipo 1-1 para cada par de acessos;

b = nimero de discordancias do tipo 1-0 para cada par de acessos;

¢ = numero de discordancias do tipo 0-1 para cada par de acessos.

A dissimilaridade com base em dados isoenzimaticos foi obtida pelo
Complemento Aritmético do indice de Jaccard, dado por: CSj =1 - S;.

De acordo com Carvalho et al. (2009), os coeficientes que nao
consideram o indice d (numero de coincidéncias do tipo 0-0 para cada par de
acessos), como € o caso do indice de Jaccard, sédo preferidos, uma vez que
ndo se sabe a natureza da auséncia da banda. Além do mais, o coeficiente
de Jaccard tem sido largamente utilizado, especialmente para estudos de

variabilidade genética em espécies medicinais.
2.4.2 Divergéncia genética por meio de caracteres agronémicos

Adotou-se a Distancia Euclidiana Média como medida de
dissimilaridade, para estimar a divergéncia genética entre os acessos, por
meio de caracteres agrondmicos. Essa distdncia é dada pela expressao
abaixo (CRUZ, 2008):

di :\J % ; (Yi - Yi'j)zl

em que Yij € o valor obtido para o i-ésimo gendtipo em relagdo a j-ésima

variavel e v, o nimero de variaveis analisadas.
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2.5 Métodos de agrupamento

Utilizaram-se os métodos de agrupamento: hierarquico aglomerativo de
ligagdo média ndo ponderada (UPGMA) e o n&o hierarquico de otimizagéo de
Tocher. O primeiro consiste na formagéo de dendrogramas com a distribuicao
dos acessos e o segundo permite o estabelecimento de grupos, de modo que
haja homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos
(CRUZ, 2008). Para essa analise, o método requer a matriz de
dissimilaridade entre os acessos. Nessa matriz, identificou-se o par de
acessos mais similar, formando o grupo inicial. Para inclusdo de novos
acessos ao grupo, compararam-se o0 acréscimo no valor médio da distancia
dentro do grupo e o nivel maximo permitido (©), para que a distdncia média
intragrupo fosse inferior a qualquer distancia intergrupo. O valor de © foi
definido pelo valor maximo da medida de dissimilaridade encontrado no
conjunto das menores distancias envolvendo cada acesso. Para o
estabelecimento dos grupos, o calculo da distancia entre o individuo k e o
grupo formado pelos individuos ij € dada por (CRUZ, 2008):

dijk = dik + dik

A inclus&o ou n&o do individuo k no grupo é feita, considerando-se o

seguinte:
d(grupo)k _ ¢
Se n inclui-se o individuo k no grupo.
d(grupo)k )
Se n o individuo k ndo é incluido no grupo.

Sendo n o numero de individuos que constitui o grupo original.

2.6 Projecao da divergéncia genética em graficos cartesianos

A dissimilaridade entre os acessos foi avaliada com base em suas
distancias relativas na dispersédo grafica. As coordenadas de cada acesso
foram obtidas da matriz de dissimilaridade (Complemento Aritmético do

indice de Jaccard, para dados isoenzimaticos e Distancia Euclidiana Média
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para dados agronémicos) e projetadas em espaco bidimensional, conforme

metodologia proposta por Cruz (2008).

2.7 Correlagdo entre as estimativas de divergéncia genética

obtidas por meio de padrdes isoenzimaticos e caracteres agronémicos

A concordancia entre as estimativas de divergéncia genética foi
avaliada pela correlacdo entre as matrizes de dissimilaridade (Jaccard —
bandas isoenzimaticas; Distadncia Euclidiana Média — caracteres

agrondmicos), com base no teste de Mantel (CRUZ, 2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Modo de reproducao

Os resultados demonstraram que a L. sidoides apresenta, em média,
3106 + 886 graos de pdlen por flor e uma relagdo média de 1553 graos de
poélen para cada 6vulo, em uma flor (TAB. 3.). De acordo com Cruden (1977),
essa relagdo classifica a espécie como alégama facultativa. Resultados
semelhantes foram encontrados por Ramirez (2007), ao trabalhar com
Amasonia campestris, espécie medicinal da mesma familia de L. sidoides;
por Krieck et al. (2008), trabalhando com Alpinia zerumbet e por Bertoni
(2003), com Zeyheria montana. Para o ultimo autor, esse conhecimento do
sistema reprodutivo é de extrema relevancia, pois interfere no nivel de
variabilidade genética de uma espécie e determina as interagdes ecolodgicas
que favorecem a dispersao de pdlen ou semente. Segundo Borém e Miranda
(2009), espécies aldbgamas séo caracterizadas pela grande heterogeneidade
de seus individuos, consequéncia da alta heterozigose. Assim, a variabilidade
genética de uma espécie pode ser favorecida pela alogamia.

Araujo et al. (2011), trabalhando com Allamanda blanchetii, e Almeida
(2007), com Ocimum sanctum, verificaram que as suas espécies apresentam

autogamia facultativa. Almeida (2007) ainda admite que esse modo de
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reproducéo beneficia a espécie, que possui as vantagens da autopolinizagao

e da polinizagéo cruzada.

Tabela 3 - Niumero de 6vulos e de grdos de polen por flor e da relagédo
polen/évulo (P/O) de Lippia sidoides Cham.

Variaveis Ovulos Graos de pélen por flor P/O
Média 2 3105,90 1552,95
Maximo 2 5040 2520
Minimo 2 1424 712
Desvio-padréo 0 885,80 44290
Coeficiente de Variagéo (%) 0 28,52 28,52

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

Os resultados desta pesquisa sdo importantes para a identificagdo do
sistema reprodutivo de L. sidoides, porém novos trabalhos mais especificos
serao necessarios para analisar outros aspectos da biologia reprodutiva da
espécie, como a morfologia floral, a identificagdo € o comportamento de

visitantes florais.

3.2 Divergéncia genética por padrées isoenzimaticos

Os zimogramas dos sistemas Isocitrato-desidrogenase (IDH), Malato-
desidrogenase (MDH) e Chiquimato-desidrogenase (SKDH) revelaram uma
elevada variabilidade, quanto ao nimero de bandas.

Para o sistema IDH, o acesso que apresentou o maior nimero de
bandas foi o ICA-05, com quatro. Com excecdo de ICA-02 e ICA-04, que
apresentaram apenas duas bandas, todos os demais apresentaram trés
bandas, sendo que as bandas IDH-2 e IDH-3 foram reveladas em todos os

acessos estudados (FIG. 1.).
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Figura 1 - Zimograma de Isocitrato-desidrogenase (IDH) de 12 acessos de L.
sidoides cultivados no norte de Minas Gerais:
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Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.
Nota: 1) ICA-01; 2) ICA-02; 3) ICA-03; 4) ICA-04; 5) ICA-05; 6) ICA-06

7) ICA-0

7; 8) ICA-08; 9) ICA-09; 10) ICA-10; 11) ICA-11; 12) ICA-12

Em relagdo ao sistema MDH, foi possivel a visualizagdo de 10 bandas,

porém apenas cinco apresentaram polimorfismo. Os acessos ICA-03, ICA-08

e ICA-12 foram os unicos que apresentaram as 10 bandas. Com excegao de
ICA-04, todos os demais apresentaram a banda MDH-6 (FIG. 2.).
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Figura 2 - Zimograma de Malato-desidrogenase (MDH) de 12 acessos de L.
sidoides cultivados no norte de Minas Gerais:
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Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.
Nota: 1) ICA-01; 2) ICA-02; 3) ICA-03; 4) ICA-04; 5) ICA-05; 6) ICA-06
7) ICA-Q07; 8) ICA-08; 9) ICA-09; 10) ICA-10; 11) ICA-11; 12) ICA-12

O sistema SKDH foi o Gnico que ndo apresentou bandas monomérficas
(FIG. 3.). Sete acessos revelaram duas bandas, enquanto os outros cinco,
apenas uma. Os Unicos acessos que apresentaram, exatamente, as mesmas
bandas foram: ICA-01 e ICA-04 (SKDH-2 e SKDH-3) e ICA-02 e ICA-10
(SKDH-3). A banda SKDH-5 foi revelada apenas pelos acessos ICA-06 e
ICA-09.
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Figura 3 - Zimograma de Chiquimato-desidrogenase (SKDH) de 12 acessos
de L. sidoides cultivados no norte de Minas Gerais
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Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.
Nota: 1) ICA-01; 2) ICA-02; 3) ICA-03; 4) ICA-04; 5) ICA-05; 6) ICA-06
7) ICA-Q07; 8) ICA-08; 9) ICA-09; 10) ICA-10; 11) ICA-11; 12) ICA-12

Em estudo realizado por Lopes et al. (2003), trabalhando com acessos
de Polygonum punctatum, os autores verificaram elevado polimorfismo,
apresentado pelos sistemas IDH, MDH e SKDH, entre os acessos avaliados,
0 que evidencia a importancia desses sistemas isoenzimaticos para a andlise
de divergéncia genética. Porém, em outro trabalho com Ipomoea batatas, em
analise realizada com raizes, os sistemas MDH e SKDH n&o apresentaram
polimorfismo, sendo descartados pelos autores (OLIVEIRA et al., 2002).
Resultado semelhante foi encontrado por Jugran et al. (2011), avaliando a
diversidade genética, baseada em amostras de folhas, de Hedychium
spicatum, espécie medicinal Indiana. Os autores trabalharam com oito
enzimas e apenas a MDH nao apresentou polimorfismo.

De acordo com as medidas de dissimilaridade, foi possivel criar a
matriz de dissimilaridade (TAB. 4), cujos valores variaram entre 0,067 e
0,526, sendo que, quanto menor esse valor, maior sera a semelhanca entre
0s acessos comparados. Com base nessa tabela, observa-se que os acessos
mais similares foram ICA-08 e ICA-12, diferindo apenas em uma banda
enzimatica do sistema chiquimato-desidrogenase. Porém esses acessos,
provenientes de Juramento e de Buendpolis, respectivamente, além da
distdncia geografica, tém origem em regibes com vegetacdo e clima
divergentes. O par mais divergente foi representado pelos acessos ICA-05 e

ICA-08, que apresentaram um total de 10 bandas divergentes. Essa
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divergéncia também é representada pelas condi¢gbes geograficas, sendo o

ICA-05 proveniente de regido de Mata Atlantica e o ICA-08, de Cerrado.

Tabela 4 - Medidas de dissimilaridade, entre 12 acessos de Lippia sidoides
Cham., obtidas a partir do complemento aritmético do indice de Jaccard.

ACESSOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 - 0,167 0,375 0,286 0,333 0,231 0,154 0,313 0,231 0,167 0,286 0,375
2 - 0,400 0,308 0,231 0,250 0,167 0,438 0,250 0,182 0,308 0,400
3 0,375 0,412 0438 0,375 0,188 0,333 0,400 0,267 0,133
4 0,438 0,467 0,400 0,313 0,467 0,429 0,500 0,375
5 0,400 0,333 0,526 0,400 0,357 0,333 0,500
6 0,231 0,471 0,167 0,091 0,357 0,438
7 0,313 0,231 0,167 0,154 0,267
8 0,375 0,438 0,313 0,067
9 0,250 0,231 0,333
10 - 0,308 0,400
1 - 0,267
12

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.
Nota: 1) ICA-01; 2) ICA-02; 3) ICA-03; 4) ICA-04; 5) ICA-05; 6) ICA-06
7) ICA-Q7; 8) ICA-08; 9) ICA-09; 10) ICA-10; 11) ICA-11; 12) ICA-12

De acordo com o agrupamento pelo método UPGMA, os acessos
podem ser divididos em cinco grupos (FIG. 4.): |- ICA-08, ICA-12 e ICA-03; IlI-
ICA-04; 1lI- ICA-07 e ICA-11; IV- ICA-06, ICA-10, ICA-01, ICA-02 e ICA-09; V-
ICA-05.
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Figura 4 - Agrupamento de 12 acessos de Lippia sidoides Cham. pelo
método da ligacdo média n&o ponderada (UPGMA), baseado na
caracterizagdo isoenzimatica, de acordo com a dissimilaridade do

complemento aritmético do indice de Jaccard
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Fonte: MELO, 2012.

Na analise de agrupamento de Tocher, adotou-se como referencial
para a formagdo dos grupos a maior distdncia no conjunto das menores
distancias entre cada acesso. Esse referencial, denominado de ©, foi de
0,28571. Com base nessa medida, foi possivel realizar o agrupamento dos
acessos pelo método de otimizagdo de Tocher. Os resultados geraram trés
grupos (TAB. 5.): o grupo | (ICA-08, ICA-12, ICA-03, ICA-11 e ICA-07) e 0
grupo Il (ICA-06, ICA-10, ICA-01, ICA-02 e ICA-09), contendo cinco acessos

cada, e o grupo lll, representado pelos dois acessos ICA-05 e ICA-04.

Tabela 5 - Analise de agrupamento, pelo método de Tocher, a partir dos
dados isoenzimaticos dos 12 acessos de Lippia sidoides Cham.

GRUPOS ACESSOS
| ICA-08 ICA-12 ICA-03 ICA-11 ICA-07
I ICA-06 ICA-10 ICA-01 ICA-02 ICA-09
] ICA-05 ICA-04

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

Na FIG. 5., pode-se observar a dispersdo grafica dos acessos,
baseada nas medidas de dissimilaridade, no sistema de eixos cartesianos. A
FIG. 5. ainda ilustra a grande dispersdo dos acessos, mostrando uma

significativa variabilidade dos acessos, pela analise isoenzimatica. Com
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excecao do ICA-04, todos os demais acessos foram agrupados de forma
semelhante pelos dois métodos (UPGMA e Tocher). Como exemplo,
destacam-se a alta divergéncia entre os acessos ICA-05 e ICA-08 e o
agrupamento dos acessos ICA-06, ICA-10, ICA-01, ICA-02 e ICA-09. Esses
resultados foram confirmados tanto pelo UPGMA quanto pelo agrupamento

de Tocher.

Figura 5 - Disperséo grafica e agrupamento de 12 acessos de Lippia sidoides
Cham., com base nas coordenadas estimadas a partir da matriz de
dissimilaridade obtida pelo indice de Jaccard:

04

0,35
03 -

0,25 -

0,6

Legenda:
| - V = Grupos definidos pelo método UPGMA

I - lll = Grupos definidos pelo método Tocher
Fonte: MELO, 2012.

Nota: 1) ICA-01; 2) ICA-02; 3) ICA-03; 4) ICA-04; 5) ICA-05; 6) ICA-06; 7)
ICA-07; 8) ICA-08; 9) ICA-09; 10) ICA-10; 11) ICA-11; 12) ICA-12

3.3 Divergéncia genética por meio de caracteres agronémicos

Para evitar que a estimativa da Distancia Euclidiana Média fosse
alterada com a mudanca da escala de medigbes, procedeu-se a
padronizacdo dos dados, passando todos para a mesma unidade (TAB. 6.).
Na TAB. 7, sdo apresentadas as estimativas de dissimilaridade, baseadas na
distancia Euclidiana Média, entre os acessos. Observa-se que a menor

divergéncia (0,245) foi entre os acessos ICA-02 e ICA-09, enquanto a maior



84
(2,732) se encontra entre ICA-10 e ICA-12. O acesso ICA-12 foi um dos que

apresentaram as maiores médias para as caracteristicas de producido de
fitomassa fresca e seca e de 6leo essencial. De acordo com Borém e
Miranda (2009), cruzamentos entre individuos ndo aparentados podem
promover vigor hibrido (heterose). Com base nas estimativas de
dissimilaridade, a segunda maior divergéncia (2,557) se encontra entre os
acessos ICA-05 e ICA-12. Nota-se que, conforme os dados isoenzimaticos, a
segunda maior divergéncia também é apresentada pelos acessos em
questdo. Considerando-se que o ICA-05 apresentou as maiores médias para
teor de timol, torna-se interessante o estudo desses dois acessos, visando ao
melhoramento genético em teor de timol, uma vez que esse composto
quimico define a qualidade do 6leo essencial da espécie nas aplicagdes

farmacolégicas, por conferir atividade antimicrobiana.

Tabela 6 - Médias padronizadas de 12 acessos de Lippia sidoides Cham. em
relacdo a oito caracteres agronémicos.

ACESSOS Fitomassa Fitomassa Oleo Telor de Alturada Numerode Diametro Tdesr
Fresca Seca Essencial Oleo Planta Folhas do Caule  Timol

ICA-01 1,96 2,31 2,54 3,79 3,01 0,90 3,40 0,29
ICA-02 0,92 1,02 1,16 3,70 2,51 1,21 2,34 0,10
ICA-03 1,31 1,43 1,31 2,72 3,64 1,62 2,21 0,03
ICA-04 1,62 1,87 2,39 3,50 4,60 2,11 3,67 2,06
ICA-05 0,52 0,61 0,69 511 1,20 0,47 1,99 3,17
ICA-06 1,88 2,11 2,52 3,77 3,52 1,91 2,95 0,11
ICA-07 2,13 2,56 3,24 4,34 3,16 1,31 4,07 0,11
ICA-08 0,86 0,95 0,67 2,55 3,86 1,22 2,93 0,13
ICA-09 1,20 1,43 1,34 3,44 2,78 1,28 2,56 0,15
ICA-10 0,17 0,20 0,03 1,26 0,78 0,31 1,05 0,91
ICA-11 3,10 3,09 2,28 2,46 3,79 3,28 4,47 0,04
ICA-12 3,54 3,49 2,72 2,86 3,52 3,58 4,02 0,06

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.
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Tabela 7 - Medidas de issimilaridade, entre 12 acessos de Lippia sidoides
Cham., obtidas a partir da Distancia Euclidiana Média.

ACESSOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12
1 - 0878 0,883 0,976 1,643 0440 0439 1,072 0,693 1987 1,182 1,257
2 0,590 1,304 1,268 0,856 1,224 0,687 0,245 1,350 1,669 1,789
3 - 1,0880 1,631 0,706 1,227 0452 0437 1525 1,360 1,512
4 1,650 0,848 1,052 1,169 1,141 2278 1,120 1,335
5 1,728 1,910 1,617 1,371 1697 2482 2,557
6 0,596 0,995 0,665 2,043 1,027 1,086
7 1,407 1,060 2,387 1,123 1,151
8 0,603 1,481 1534 1,762
9 1,449 1452 1,579
10 - 2,590 2,732
" - 0,365
12

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.
Nota: 1) ICA-01; 2) ICA-02; 3) ICA-03; 4) ICA-04; 5) ICA-05; 6) ICA-06;
7) ICA-07; 8) ICA-08; 9) ICA-09; 10) ICA-10; 11) ICA-11; 12) ICA-12

De acordo com o dendrograma apresentado na FIG. 6., podem-se
formar cinco grupos com os acessos estudados. Sao eles: |- ICA-02, ICA-09,
ICA-03 e ICA-08; II- ICA-01, ICA-07, ICA-06 e ICA-04; lll- ICA-11 e ICA-12;
IV- ICA-05; V- ICA-10.

Figura 6 - Agrupamento de 12 acessos de Lippia sidoides Cham. pelo
método da ligacdo média ndo ponderada (UPGMA), baseado na
caracterizagdo agrondmica, de acordo com a dissimilaridade da Distancia
Euclidiana Média.
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Fonte: MELO, 2012.
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No agrupamento dos acessos pelo método de otimizagao de Tocher, o

valor de © foi de 1,349488. Trés grupos foram formados (TAB. 8.): o grupo |
contendo 10 acessos; o Il, o acesso ICA-05; e o grupo lll, formado pelo
acesso ICA-10, que apresentou, em quase todos os caracteres, médias

inferiores as dos outros acessos.

Tabela 8 - Analise de agrupamento, pelo método de Tocher, a partir dos
caracteres agrondmicos dos 12 acessos de Lippia sidoides Cham.

GRUPOS ACESSOS

| ICA-02 ICA-09 ICA-03 ICA-08 ICA-06 ICA-01 ICA-07 ICA-04 ICA-11 ICA-12

] ICA-05

1] ICA-10

Fonte: Montes Claros, 2012. Elaborado pelo autor.

Os dois métodos de agrupamento (UPGMA e Tocher), tanto para a
caracterizagdo isoenzimatica quanto para a agronbmica, apresentaram
relativa semelhanga na formagdo dos grupos de acessos de L. sidoides.
Observa-se também que o método UPGMA formou grupos dentro daqueles
formados pelo método de Tocher. Assim, a utilizagdo concomitante desses
dois métodos é importante, por permitir a divisdo dos acessos em grupos
(formados pela técnica de Tocher) e subgrupos (formados pela técnica
UPGMA). Vale ressaltar que essa unido se torna cada vez mais relevante
quando o estudo envolve muitos acessos, uma vez que 0Ss subgrupos
complementam a discussao sobre a formagéo dos grupos.

A representacao grafica das medidas de dissimilaridade dos caracteres

agronémicos em sistema cartesiano encontra-se na FIG. 7.
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Figura 7 - Disperséo grafica e agrupamento de 12 acessos de Lippia sidoides
Cham., com base nas coordenadas estimadas a partir da matriz de
dissimilaridade obtida pela Distancia Euclidiana Média de caracteres
agrondmicos.

18

: Qv

Legenda:
| -V = Grupos definidos pelo método UPGMA

I - lll = Grupos definidos pelo método Tocher

Fonte: MELO, 2012.

Nota: 1) ICA-01; 2) ICA-02; 3) ICA-03; 4) ICA-04; 5) ICA-05; 6) ICA-06; 7)
ICA-07; 8) ICA-08; 9) ICA-09; 10) ICA-10; 11) ICA-11; 12) ICA-12

De acordo com as FIG. 5 e 7, percebe-se que acessos de uma mesma
regido apresentaram significativa divergéncia genética. Como exemplo, os
acessos ICA-10, ICA-11 e ICA-12, provenientes do municipio de Buendpolis,
estdo mais prdéximos, geneticamente, de outros acessos do que de si
mesmos (FIG. 5.). Esses resultados evidenciam alta variabilidade dentro das
populacdes e, consequentemente, sugerem a necessidade de estudos de
genética de populagdes. Esses resultados sdo semelhantes aos observados
em  Machaerium  villosum (BOTREL; CARVALHO, 2004), em
Stryphnodendron adstringens (GLASENAPP, 2007), em Copaifera langsdorffii
(MARTINS et al., 2008) e em Caryocar brasiliensis (MELO JUNIOR et al.,
2004). Esses ultimos autores sugerem que esses altos indices de diversidade
se referem a existéncia de selecdo em favor dos heterozigotos e,

consequentemente, baixa endogamia nas populagdes.
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A presente pesquisa € um estudo inicial e novos trabalhos ainda

devem ser realizados para melhor descrigdo das populagdes amostradas.

3.4 Correlagao entre as estimativas de divergéncia genética

A correlagédo entre as matrizes de dissimilaridade, obtidas pelo indice
de Jaccard (padrbes isoenzimaticos) e pela Distancia Euclidiana Média
(caracteres agrondmicos), se mostrou baixa (0,1124) e nao significativa (p >
0,05), indicando que, estatisticamente, as duas estimativas de divergéncia
genética ndo se correlacionam. De acordo com Vieira et al. (2005), esse
resultado pode ser explicado pelo fato de que grande parte da variagao
detectada pelos marcadores moleculares é do tipo ndo adaptativa, ndo sendo
sujeita a selegcdo, ao contrario dos caracteres agrondémicos, que estédo

sujeitos a selegao natural e a influéncia do ambiente.

4 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, afirma-se que Lippia sidoides
€ uma espécie aldbgama facultativa.
Observa-se grande variabilidade genética entre os acessos

amostrados.
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