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RESUMO GERAL

Lippia origanoides Kunth. é uma planta medicinal que ocorre no Brasil, do Maranh&o até
Minas Gerais, sendo conhecida como "salva-de-marajoé e "alecrim-d'angola”. A importancia
medicinal da espécie é devido a presenca de Oleos essenciais, que tiveram diversas acdes
biolégicas comprovadas, como a acdo antimicrobiana, antiviral e antioxidante. A producéao
fitoquimica diferenciada da espécie abre vérias possibilidades de aplicacdo da mesma. Apesar
disso, o conhecimento sobre a variabilidade da espécie € escasso e sua obtencdo é feita por
extrativismo, situacdo que pode levar a erosdo genética. Assim como nos demais recursos
genéticos vegetais, sdo relevantes medidas de caracterizacdo e conservacdo de germoplasma
de L. origanoides. O objetivo geral desse trabalho foi caracterizar aspectos ecogeograficos,
morfo-agrondmicos, moleculares e fitoquimicos de acessos da espécie L. origanoides Kunth.
ocorrentes no Estado da Bahia. No capitulo I foi realizada a caracterizagdo ecogeogréfica e
fitoquimica de 19 acessos da espécie e averiguada a relacdo entre as caracteristicas ambientais
com a composicdo quimica dos Oleos essenciais. Os resultados mostraram que a especie
ocorre predominante na Caatinga, areas antropizadas e zonas do clima Tropical Brasil
Central. L. origanoides foi encontrada em solos com niveis nutricionais distintos. Foram
identificados quimiotipos conhecidos da espécie, como aqueles ricos em carvacrol, timol e E-
nerolidol, alem de genotipos ricos em canfora, elemenol, E-cariofileno, linalol e acetato de
linalol, ainda desconhecidos para a espécie. No capitulo Il foi realizada a caracterizacao
morfo-agrondmica de 12 acessos da especie coletados em diferentes regifes e mantidos em
ambiente de cultivo. Foram verificadas variaces na cor das pétalas e formato foliar e
diferencas significativas para as varidveis quantitativas comprimento da folha, largura da
folha, relacdo comprimento/largura, area foliar, massa fresca e seca de folhas, teor e
rendimento de 6leos essenciais. Nas analises de agrupamento os acessos foram separados em
quatro grupos de acordo com a proximidade geografica. Os acessos LO010, LO007 e LO012
apresentaram o0s maiores valores na producdo de Oleo essencial. No capitulo Il foram
analisados os niveis de diversidade e estruturacdo genética e o relacionamento das populacdes
de L. origanoides ocorrentes no Estado da Bahia, através do uso de marcadores moleculares
ISSR. De acordo com os parametros de diversidade avaliados o nivel de diversidade genética
é baixo na regido percorrida e as populacdes mais diversas estdo situadas na Chapada
Diamantina. Os resultados do Fst (0,19) e AMOVA (31%) indicaram estruturacdo genética

interpopulacional de moderada a alta. O dendrograma gerado, a analise no STRUCTURE e



PCoA indicaram a possibilidade de separacdo das 18 populagdes em quatro grupos. No
capitulo 1V foi determinada a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de 12 gendtipos de L.
origanoides, coletados em lugares distintos e cultivados sob as mesmas condigdes
edafoclimaticas. Os resultados permitiram classificar os genotipos em quatro grupos de
acordo com 0s compostos majoritarios: grupo 1- timol e carvacrol, grupo 2 - canfora, grupo 3
- E-cariofileno e grupo 4 - cinamato de metila. A mesma formacéo foi vista pela analise das
variaveis candnicas. Os dados obtidos nessa pesquisa evidenciam a diversidade intraespecifica
de L. origanoides na &rea percorrida, tanto nos aspectos morfoagrondmico, genético e
fitoquimico, além de mostrar em quais condi¢cbes ambientais a espécie ocorre
espontaneamente. Com base nessas informagdes € possivel desenvolver estratégias de

conservacao e uso eficaz desse recurso genético vegetal.

Palavras-chave: Lippia. Verbenaceae. Planta Medicinal Nativa. Recursos Genéticos

Vegetais.



ABSTRACT

Lippia origanoides Kunth. is a medicinal plant occurring in Brazil, from Maranh&o to Minas
Gerais, where is known as "salva-de-maraj6” and "alecrim-d‘angola”. Its medical importance
is related to the presence of essential oils that are proved to present diverse biologic actions,
such as antimicrobial, antiviral and antioxidant activity. The differentiated phytochemical
production of this species allows many applications. However, the knowledge about its
variability is scarce and it is obtained by extractivism, which can lead to genetic erosion.
Thus, as in other plant genetic resources, measures of characterization and conservation of L.
origanoides germplasm are relevant. The main aim of this work was to characterize
ecogeographic, morpho-agronomic, molecular, and phytochemical aspects of L. origanoides
Kunth. samples occurring in the state of Bahia. In the first chapter, we present the
ecogeographic and phytochemical characterization of 19 samples, analyzing the relationship
among environmental characteristics and chemical composition of essential oils. The results
showed that the species occurs predominantly in Caatinga, anthropic areas and Tropical
Central Brazil climate zones. L. origanoides was found in soils with distinct nutritional levels.
Chemotypes previously known for this species were identified, such as carvacrol, thymol and
E-nerolidol. Besides, we also found genotypes rich in camphor, elemenol, E-caryophyllene,
linalol and linalol acetate, which were still unknown for the species. In the second chapter, we
performed the morpho-agronomical characterization of 12 cultivated samples that were
collected from different regions. Variation in petals color, leaf format and significant
differences for quantitative variables of leaf length and width, width/length ratio, leaf area,
fresh and dry mass, as well as the content and yield of essential oils were verified. In grouping
analysis, samples were segregated in four groups according to its geographic proximity. The
samples LO010, LO007 and LO012 showed the highest values in essential oils production. In
the third chapter, levels of diversity and genetic structure, as well as relationship among L.
origanoides populations occurring in Bahia state were evaluated through ISSR molecular
markers. According to the analyzed diversity parameters, there is a low level of genetic
diversity in the evaluated region and the most diverse populations are in Chapada Diamantina.
Results of Fst (0,19) and AMOVA (31%) indicated moderate to high inter-population genetic
structuring. The dendrogram, STRUCTURE analysis and PCoA indicated the possibility of
distributing the 18 populations in four groups. In the fourth chapter, the composition of

essential oils of 12 genotypes of L. origanoides from distinct places and cultivated under



similar climate and soil conditions was determined. The results allow to classify genotypes in
four groups according to its majoritarian compounds: group 1- thymol and carvacrol; group 2
— camphor; group 3 - E-caryophyllene and group 4 — methyl cinnamate. The same formation
was found in the analysis of canonical variables. The data obtained in this research evidenced
the intraspecific diversity of L. origanoides in the area covered, both in the
morphoagronomic, genetic and phytochemical aspects, besides showing in which
environmental conditions the species occurs spontaneously. Based on this information, it is

possible to develop conservation strategies and effective use of this plant genetic resource.

Key-words: Lippia. Verbenaceae. Native Medicinal Plant. VVegetal Genetic Resources.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os recursos genéticos vegetais sdo compreendidos como a parcela da diversidade
vegetal com possibilidade de uso atual ou futuro. Estdo relacionados ao suprimento das
necessidades béasicas da humanidade, na provisdo de alimentos, producdo de combustiveis e
meios terapéuticos (NASS, 2007). A importancia das plantas medicinais como fonte, ou
modelo, para a sintese de moléculas com acgdes biolégicas € inquestionavel, mas
frequentemente, esse recurso ndao tem sido explorado da maneira adequada. Tratando-se das
espécies medicinais nativas a situacdo é ainda mais grave, devido a falta de informacdes
bésicas sobre essas especies.

A espeécie Lippia origanoides Kunth. tem apresentado resultados promissores com
varias atividades biologicas comprovadas, como atividade antimicrobiana, antiviral, anti-
inflamatoria, repelente, entre outras (BITTARA et al., 2009; MENESES et al., 2009; NERIO
et al., 2009; ARANGO et al., 2012). Além disso, os estudos mostram que a diversidade
quimica da espécie € alta, com a identificacdo frequente de novos quimiotipos (STASHENKO
et al., 2010; TOZIN et al., 2015). Dessa forma, L. origanoides destaca-se pela ampla
variedade de aplicacbes biologicas, sendo uma promissora espécie para ser utilizada nas
industrias farmacéutica, alimenticia e cosmetica.

Assim como ocorre com outras espécies medicinais nativas, L. origanoides ainda é
obtida através do extrativismo. Essa pratica aumenta a chance de erosdo genética e prejudica a
determinacdo do padrdo de qualidade dos metabdlitos secundarios. O padrdo de qualidade é
feito através de medidas que apontam possiveis fraudes e contaminagcdes na matéria prima
vegetal de interesse, e principalmente por meio de procedimentos que indiquem a existéncia e
quantidade das substancias ativas presentes nas amostras vegetais, sendo extremamente
importante para assegurar o uso adequado de espécies medicinais que apresentam quimiotipos
(SIMOES, 2002).

L. origanoides ocorre abundantemente no Nordeste brasileiro, sendo encontradas
populaces naturais em locais variados no Estado da Bahia (SALIMENA e MULGURA,
2015). O conhecimento das caracteristicas ambientais predominantes dos sitios de ocorréncia
natural da espécie auxilia no desenvolvimento de estratégias de conservagdo, indicando zonas
prioritarias para serem conservadas e locais para coleta de germoplasma diferenciado, bem

como gera dados importantes que auxiliam no cultivo adequado da espécie (MENDES et al.,
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2015; MEIRA, 2016). Essas informagOes sdo obtidas por meio de estudos de caracterizagdo
ecogeogréfica. Diversas questdes acerca de espécies silvestres de interesse medicinal, como L.
origanoides, tém sido respondidas por meio de pesquisas ecogeograficas (DANNER et al.,
2010; PARRA-QUIJANO et al., 2012; MENDES et al., 2015).

Conhecer a diversidade e estrutura genética de populacdes silvestres da espécie por
meio de caracterizacdo molecular é pré-requisito para que a conservacdo de germoplasma da
mesma seja eficiente, pois é necessario que a diversidade genética da espécie esteja
representada na cole¢do o mais proximo da sua totalidade. Além disso, a caracterizacdo de
acessos da colecdo de germoplasma por meio de descritores morfo-agrondmicos, e tratando-se
de plantas medicinais e aromaticas, de marcadores fitoquimicos sdo importantes, porque
evidenciam a existéncia de acessos promissores que poderdo ser utilizados em projetos de
melhoramento genético, com a finalidade de cultivar individuos com elevada producéo de
metabolitos secundarios e com caracteristicas morfologicas e agrondmicas apropriadas ao
cultivo (NASS, 2007).

Diante da abundancia da espécie no Estado da Bahia, com a finalidade de auxiliar na
sua conservacao, cultivo e melhoramento genético, € pertinente a realizacdo de um estudo de
caracterizacdo entre os diferentes acessos de L. origanoides. O objetivo dessa tese &
caracterizar aspectos ecogeograficos, moleculares, morfo-agrondmicos e fitoquimicos de

acessos da espécie Lippia origanoides ocorrentes no Estado da Bahia.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Familia Verbenaceae e o género Lippia Linn.

As plantas medicinais caracterizam-se por apresentarem um ou mais grupos de
principios ativos que lhes conferem vérias propriedades terapéuticas, sendo encontradas em
diversas familias de plantas. Dentre as diferentes familias botéanicas, destaca-se a Verbenaceae
pela elevada e variada producdo de metabdlitos secundarios (SIMOES e SPITZER, 2007).

Verbenaceae compreende 36 géneros e 1000 espécies, distribuidas nas regides tropicais
e subtropicais, nas regides temperadas do Hemisfério Sul e temperadas do Hemisferio Norte
(SOUZA e LORENZI, 2005). No Brasil foram encontrados 16 géneros e 281 espécies
pertencentes a esse taxon (FLORA DO BRASIL 2022, 2019). Na familia sdo encontradas
espécies com diferentes habitos, do herbaceo até ao arboreo (SALIMENA-PIRES e
GIULIETTI, 1998). De acordo com Judd et al. (2002), os principais géneros da familia
Verbenaceae sdo Verbena L., Lippia Linn., Citharexylum L., Stachytarpheta Vahl.,
Glandularia JF Gmel. e Duranta Cham.

O género Lippia Linn. retne cerca de 200 espécies arbustivas com distribuicao
pantropical (SALIMENA, 2002), sendo que cerca de 86 espécies ocorrem no Brasil (FLORA
DO BRASIL 2022, 2019). Os principais centros de diversidade especifica do género estdo
localizados no Brasil e no Mexico (SALIMENA-PIRES, 1998). A regido da Cadeia do
Espinhaco, nos estados da Bahia, Minas Gerais e Goias, € o local com maior ocorréncia de
espécies do género no pais (OLIVEIRA et al., 2007). Na medicina popular espécies desse
género tém sido usadas no tratamento de afecgdes respiratdrias, inflamacdes, problemas
digestivos, micoses e como antisséptico geral e cicatrizante (OLIVEIRA et al., 2007; GOMES
et al., 2011). O uso de plantas pertencentes ao género Lippia na medicina popular segue um
padrdo geral, utilizando-se principalmente folhas ou partes aéreas, preparadas na forma de
infusdo ou decoccdo e administracdo por via oral (SILVA et al., 2015).

Os 0leos essenciais obtidos de espécies do género Lippia tém sido amplamente testados
cientificamente, devido ao potencial dos principios ativos, e 0s resultados encontrados vém
confirmando as atividades terapéuticas afirmadas na medicina popular (SOARES e
TAVARES-DIAS, 2013). A espécie mais estudada do género, Lippia alba (Mill.) N. E.

Brown, ja teve diversas atividades bioldgicas comprovadas cientificamente, como antiviral,
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antimicrobiana, analgésica, entre outras (ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2005; DUARTE
et al., 2005; HENNEBELLE et al., 2008). Além da Lippia alba (Mill.) N. E. Brown, diversas
espécies de Lippia tiveram suas propriedades confirmadas. Lippia dulcis Trev. possui as acoes
anti-espasmaddica e anti-inflamatéria comprovadas (GORNEMANN et al., 2008). Lippia
citriodora Kunth. teve as acfes bactericida, anti-inflamatério, antipirético, analgésico e
antioxidante confirmadas (ANSARI et al., 2012; EL-HAWARY et al., 2012). As acOes
bactericida, antipirética e cicatrizante foram constatadas para Lippia thymoides Mart. &
Schauer (SILVA et al., 2015; SILVA et al.,, 2016). Lippia sidoides Cham. demonstrou
atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (GUIMARAES et
al., 2014). Todos esses dados mostram o potencial terapéutico do género Lippia, evidenciando

a sua importancia como fonte de biomoléculas, para utilizagdo como recurso medicinal.

2.2 Lippia origanoides Kunth.

Entre as espécies do género Lippia tem se destacado Lippia origanoides Kunth. (Figura
1), que tem como sindnimos Lippia affinis Schauer, Lippia berteri Spreng., Lippia candicans
Hayek, Lippia elegans Cham., Lippia graveolens H.B.K., Lippia glandulosa Schauer, Lippia
martiana var. martiana, Lippia matogrossensis Moldenke, Lippia microphylla Cham., Lippia
obscura Briq., Lippia pendula Rusbi, Lippia polycephala Briqg., Lippia rigida Schauer, Lippia
salviaefolia Cham., Lippia schomburgkiana Schauer, Lippia sidoides Cham., Lippia velutina
Schauer (SALIMENA e MULGURA, 2015; O’LEARY et al., 2012). No género Lippia tem
havido dificuldades no que tange a identificacdo botanica, devido a semelhancas morfoldgicas
entre espécies diferentes e variacdes morfologicas intraespecificas, contudo, tem sido
sugerido a existéncia de apenas uma espécie e, nesse caso, 0s nomes cientificos em vigor
tornam-se sinbnimos do nome mais antigo, como aconteceu com L. origanoides (PASCUAL
et al., 2001; O’LEARY et al., 2012).

Com ocorréncia na Ameérica do Sul e Mesoamérica, essa planta apresenta habito
arbustivo, podendo atingir até 3 m de altura, folhas muito aromaticas e inflorescéncias
axilares. No Brasil, a espécie ocorre do Maranhdo até Minas Gerais, sendo popularmente
conhecida como "salva-de-Marajo e "alecrim-d'Angola” (SALIMENA-PIRES e GIULIETTI,
1998; O'LEARY et al., 2012; PINTO et al., 2013). O cha das folhas € usado popularmente no

tratamento de diarréia, colicas em bebés, indigestdo, flatuléncia, febre, nauseas, complicagdes
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menstruais, azia e como antisséptico para a boca, garganta e feridas (OLIVEIRA et al.,
2007).

Fonte: Emily Feijo6 (2014)

Figura 1. Individuos da espécie Lippia origanoides Kunth. A) Individuo no ambiente natural. B) Detalhe da
inflorescéncia. Feira de Santana, Bahia, 2018.

O o6leo essencial em L. origanoides, é produzido em tricomas glandulares que ocorrem
na superficie de folhas, bracteas, sépalas e pétalas (TOZIN et al., 2015). Atualmente a
espécie apresenta oito quimiotipos conhecidos, que variam de acordo com 0s componentes
majoritarios do Oleo essencial (STASHENKO et al., 2010; VEGA-VELA et al.,, 2013;
RIBEIRO et al., 2014). A existéncia de outros quimiotipos tem sido sugerida por novas
pesquisas (TOZIN et al., 2015).

Muitos trabalhos comprovaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial e dos
extratos de L. origanoides contra varios microorganismos, como Spongospora subterranea
(Wallr.) Lagerh (BITTARA et al., 2009), espécies do género Candida Berkh. (OLIVEIRA et
al., 2007), Mycobacterium tuberculosis Zopf. (BUENO-SANCHEZ et al., 2009), Leishmania
chagasi Ross., Trypanosoma cruzi Chagas (ESCOBAR et al., 2010), T. cinnabarinus Chagas
(SIVIRA et al., 2010), entre outros. A espécie demonstrou atividade antiviral contra os virus
causadores da dengue e da febre amarela (MENESES et al., 2009). A atividade antioxidante e
anti-inflamatoria do déleo essencial também foi comprovada (ARANGO et al., 2012; VERAS
et al., 2013). Os resultados foram positivos no uso do Gleo essencial de L. origanoides no
tratamento de gengivite e placa dentaria (LOBO et al., 2011). Estudos comprovaram a
atividade repelente de L. origanoides contra Tribolium castaneum (H.) e Sitophilus zeamais
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Mots. (NERIO et al., 2009; OLIVERO-VERBEL et al., 2009). A espécie apresentou efeito
protetor de DNA contra genotoxidade induzida por bleomicina (VICUNA et al., 2010). A
acdo nematostatica e nematicida de Lippia origanoides frente a Meloidogyne javanica (Treub.)
foram constatadas por Moreira (2017). Devido ao extenso uso popular e as diversas acgoes
biol6gicas comprovadas, a espécie esta presente na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse do Sistema Unico de Saude (RENISUS), (BRASIL, 2009).

2.3 Conservacdo de Recursos Genéticos Vegetais

Define-se como recursos genéticos vegetais a parte da biodiversidade vegetal que tem
utilidade atual ou possibilidade de uso no futuro. Os recursos genéticos vegetais integram a
base alimentar da humanidade, aléem de atender inimeras de suas necessidades, como
combustivel, indumentaria e farmacos, tornando indispensavel a conservacdo desses recursos
em condic¢des adequadas, resultando na sustentacdo de sua integridade genetica (COSTA &
SPEHAR, 2012). De acordo com Nass (2007), as principais ameagas aos recursos genéticos
vegetais sdo: poluicdo ambiental, exploragdo exacerbada, modificagbes ambientais,
introducdo de espécies danosas, danos aos habitats pelo uso da terra e colapso das
comunidades nos habitats.

A conservacdo dos recursos genéticos vegetais € de extrema importancia na
manutencdo de fontes de genes no melhoramento genético de espécies e sobrevivéncia da
populacdo mundial (COSTA & SPEHAR, 2012). Nesse cenario, a conservacdo de plantas
medicinais, tem grande destaque, visto que esses recursos vegetais representam o tipo de
terapia disponivel para suprir as necessidades fundamentais de salde de aproximadamente
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento no mundo (BRASIL, 2006). Entre os
diversos paises, o Brasil é o detentor da maior biodiversidade, que em associacdo a rica
diversidade étnica e cultural possui elevado conhecimento tradicional relacionado ao uso de
plantas medicinais, apresentando o potencial necessario para realizacdo de estudos cientificos,
que resultaram no desenvolvimento de novas tecnologias e produtos terapéuticos (BRASIL,
2006).

Existem basicamente duas formas de conservacdo dos recursos genéticos vegetais. A
primeira € a conservacdo in situ, em que 0s vegetais sdo mantidos no habitat natural da
espécie (NODARI e GUERRA, 2007). Nesse caso, devido a permanéncia no préprio habitat,

as relacbes dos vegetais com o meio ambiente sdo mantidas, permitindo a ocorréncia de
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eventos que desencadeiam o processo evolutivo. Além disso, a conservagdo in situ ocasiona a
conservagao de outras espécies vegetais e animais associados a area resguardada, permite o
mantenimento de populagBes viaveis das espécies, e também de espécies com sementes
recalcitrantes (NASS, 2007). Entretanto, nessa forma de conservagdo o germoplasma vegetal
pode ser perdido por fatalidades ou fenémenos ambientais, como incéndios, inundacoes e
outros. No Brasil as Unidades de Conservacdo sdo areas que visam a conservacdo dos
recursos geneéticos vegetais pela via da conservacao in situ, mas, as agdes executadas tém sido
ineficazes para evitar a erosdo genética, consequentemente, pouco tem sido feito em termos
de caracterizacdo genética de espécies nativas (NODARI e GUERRA, 2007).

A segunda forma de conservacdo de recursos genéticos vegetais é a conservacdo ex
situ, que se caracteriza pela manutencdo do germoplasma fora do habitat originario,
normalmente em bancos ativos de germoplasma (BAGs) (NODARI e GUERRA, 2007). Essas
unidades se caracterizam por salvaguardar grande nimero de acessos, 0s quais representam a
variabilidade genética da espécie ou género, e sdo mantidos para conservacao e melhoramento
das especies (VEIGA et al., 2012).

Toda colecdo de germoplasma tem inicio pela obtengdo do mesmo, que ocorre por
meio de coleta ou introducdo, sendo esta oriunda da doacéo ou intercambio (NASS, 2007).
Posteriormente, na colecdo, o germoplasma passa por diversos processos importantes, como
caracterizacdo, avaliacdo e regeneracdo, que permitirdio o uso eficaz desse recurso.
Comumente, os bancos ativos de germoplasma estdo situados em areas publicas de
instituicbes de pesquisa, ensino e extensdo agropecuaria, locais em que ocorrem pesquisas
para melhoramento vegetal (VEIGA et al., 2012).

No Brasil, existe um banco de germoplasma central, o Centro Nacional de Recursos
Genéticos e Biotecnologia - CENARGEN, criado em 1974 em Brasilia, além de bancos ativos
de germoplasma em diversas unidades de pesquisa nos outros estados da Federacéo
(NODARI e GUERRA, 2007). Entretanto, diante da biodiversidade brasileira, 0 nimero de
bancos de germoplasma é insuficiente, o que pode acarretar na perda da variabilidade de
diversas espécies, principalmente nativas. No caso de plantas medicinais, o numero de
instituicbes que tém atividades atreladas a conservacdo de germoplasma € opostamente
proporcional a riqueza da biodiversidade do pais (SCHEFFER et al., 1999). Além do nimero
reduzido, em muitas instituicdes as cole¢cdes de germoplasma de plantas medicinais ndo séo
organizadas com a metodologia adequada para a montagem da colegcdo, tendo seu uso

comprometido.
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Tratando-se da perda de germoplasma de plantas medicinais, outro fator preocupante é
0 dano causado pelo extrativismo, que € a forma de obtengdo mais comum de amostras
vegetais de espécies medicinais que ndo sdo cultivadas. Essa pratica tem levado,
frequentemente, a diminuicdo extremada das populagdes naturais de espécies medicinais,
tanto através da exploracdo vigorosa ou devido a incompreensdo dos processos de
perpetuacdo das espécies (NODARI e GUERRA, 2007).

Diante desse cenério dificil o CENARGEN tem procurado instaurar programas para
estabelecer bancos ativos de germoplasma de espécies medicinais e aromaticas no pais. Por
meio da execucdo de planos de acdo, definidos especificamente para regifes que possuem
precedéncia de conservacdo, serdo efetuadas operacOes integradas e sequentes de pesquisa
para a coleta, conservacéo e caracterizacdo destes recursos. Este empenho em estruturar uma
rede de bancos de germoplasma ocasionara a utilizacdo acertada do material genético e o seu
registro, disponibilizando-o a pesquisa, bem como o resguardo dos materiais autdctones

submetidos a alta presséo extrativista com risco de eroséo genetica.
2.4 Caracterizacdo de Germoplasma

Apesar da importancia de conservar 0s recursos genéticos vegetais, tal esforco ndo tera
utilidade efetiva no tempo atual e futuro se ndo for realizada a caracterizagdo adequada desse
material (NASS, 2007). Existe uma controvérsia na literatura cientifica sobre as definicdes
dos termos “‘caracterizagdo” e “avaliacdo” de germoplasma. Pelo contexto da maioria dos
trabalhos desenvolvidos sobre a tematica, o termo ‘“‘caracterizagdao” tem sido usado para
definicdo de ambas as praticas, ndo sendo feitas alusdes ao termo “avaliacao”. Portanto, o
presente trabalho segue essa mesma linha terminoldgica.

A caracterizacdo é uma tarefa basica na manipulacéo das colecdes de germoplasma, e
consiste praticamente em obter dados para descrever, identificar e diferenciar acessos de uma
mesma espéecie, gerando informacGes que serdo proveitosas para a conservacdo e
aproveitamento dos recursos genéticos (BURLE e OLIVEIRA, 2010). Os dados relacionados
aos acessos distintos devem ser minuciosamente detalhados, para assegurar seu uso. De
acordo com Nass (2007), entre os beneficios praticos da caracterizacdo de germoplasma estao
a descoberta de acessos duplicados, a formacdo de colecBes nucleares, a identificacdo das
formas de reproducdo predominantes nos acessos e a existéncia de variabilidade intrinseca em
acessos individuais. Entretanto, sem a caracterizacdo adequada o uso da variabilidade presente

nas colegdes é dificultado.
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2.4.1 Caracterizagcdo morfo-agrondmica

Geralmente a caracterizacdo morfo-agrondmica é o passo inicial para ponderar se
existe variabilidade nos acessos de uma espécie. Esse estadio compreende na anotacdo de
caracteres botéanicos, facilmente visiveis ou mensuraveis que se evidenciam substancialmente
em todos os ambientes (NASS, 2007). No que se refere as plantas medicinais, essa
caracterizacdo € importante porque permite o entendimento de adaptagdes das estruturas
secretoras ocasionadas pela pressdao ambiental, e também de diferentes caracteristicas dos
varios 6rgdos das plantas, que irdo subsidiar posteriormente algumas estratégias de cultivo
(SCHEFFER et al., 1999).

Diversas espécies medicinais ja demonstraram variacdes morfo-agrondmicas em
estudos de comparagdo de diferentes acessos, incluindo espécies do género Lippia Linn.
Blank et al. (2006) avaliaram caracteristicas agronémicas e morfologicas de acessos de Lippia
gracilis Schauer ocorrentes nos estados de Sergipe e Bahia. Ao final do estudo os autores
sugeriram um cruzamento entre um dos acessos de Sergipe, que apresentou a copa com
formato de taca, e outro acesso da Bahia, que apresentou o teor de Oleo essencial mais
elevado, resultando em um cultivar com formato de copa de taca e alto teor de 6leo essencial.

Camélo et al. (2011) avaliaram 72 acessos de Lippia alba (Mill.) N. E. Br. a partir de
caracteres morfo-agrondémicos. Os resultados mostraram diferencas morfoldgicas nos acessos
para as variaveis: comprimento de ramo, didmetro de copa, cor de caule, folhas, pétalas,
habito de crescimento, comprimento e largura de folha e relagdo comprimento/largura de
folha. Também houve diferencas para as caracteristicas agronémicas, como teor e rendimento
de 6Oleo essencial. Trabalhando com a mesma espécie, Jannuzzi et al. (2011) avaliaram o
comportamento agronémico de 17 acessos da colecdo de germoplasma da Universidade de
Brasilia. Os resultados mostraram uma correlacdo positiva entre a producdo de biomassa
foliar e rendimento de dleo essencial, rico em citral.

Do mesmo modo, Castro et al. (2011) avaliaram diferentes acessos de mentrasto
(Ageratum conyzoides L.) quanto a producdo de massa fresca da parte aérea, massa seca,
altura e area foliar. Os autores verificaram que, dos cinco acessos avaliados, quatro
apresentaram comportamento semelhante em relacdo a producao de massa seca da parte aérea.
Castro et al. (2016) caracterizaram quatro acessos e duas cultivares de manjericdo. As

caracteristicas agronémicas avaliadas foram eficientes na caracterizacdo de germoplasma e
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evidenciaram a divergéncia genética entre 0s acessos e cultivares de manjericdo. O proposito
desses estudos é averiguar se essas modificagcdes sdo ocasionadas por divergéncia genética ou
apenas adaptagdes de natureza ambiental (SCHEFFER et al., 1999), permitindo a selecdo dos

acessos propicios para 0 melhoramento genético da espécie.

2.4.2 Caracterizacdo molecular

Com o surgimento das técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a
manipulacdo do acido desoxirribonucleico (DNA), culminando com o surgimento dos
marcadores moleculares na década de 1980 (GUIMARAES et al., 2009). Marcadores
moleculares podem ser conceituados como qualquer fendtipo molecular procedente de um
polimorfismo de sequéncia de DNA, referente a um sitio conhecido ou anénimo do genoma,
comumente nomeados através de siglas que tentam resumir a forma pela qual esse
polimorfismo € revelado (NASS, 2007). Os diferentes tipos de marcadores moleculares hoje
disponiveis diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade em nivel de
DNA (VIDOR et al., 2002). Cada marcador tem sua particularidade, diferenciando-se entre si
pela repetibilidade e complexidade da técnica, custo, tempo consumido, nivel de
polimorfismo detectado entre individuos, quantidade exigida de material bioldgico, tipo de
segregacdo (dominante ou co-dominante), entre outros (MARTINS, 2007). Todos esses
fatores devem ser avaliados no momento da escolha do marcador molecular utilizado no
desenvolvimento de pesquisas.

Disponivel desde 1994, a técnica de marcador molecular ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) € constituida por marcadores semiarbitrarios, ampliados por PCR (Polymerase
Chain Reaction) na presenca de um oligonucleotideo complementar para um microssatélite
designado (ZIETKIEWICZ, RAFALSKI e LABUDA, 1994). Essa técnica rapida e de facil
manuseio superou a maioria das restricbes dos demais marcadores, harmonizando a grande
parte dos beneficios das técnicas SSR (Single Sequence Repeats) e AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism), com a universalidade do RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), como melhor reprodutibilidade das bandas. Além disso, ndo requer dados
preliminares da sequéncia genémica e implica em menor dispéndio para execu¢do, sendo
apropriado para a realizacdo de estudos sobre diversidade genética, filogenia e biologia

evolutiva (REDDY et al., 2002). O uso dos marcadores ISSR tem sido eficiente em estudos de
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diversidade com espécies do género Lippia L., como Lippia alba (Mill.) N. E. Brown
(MANICA-CATTANI et al., 2009) e Lippia integrifolia (Gris.) (IANNICELLI et al., 2016).

Existem poucos estudos sobre os aspectos genéticos de L. origanoides. No trabalho de
Vega-Vela e Sanches (2012) observou-se que houve diminui¢do na variabilidade genética das
populacbes da espécie crescidas em maiores altitudes ao longo da Bacia do Rio Chicamocha
no Nordeste da Coldombia. Em outra pesquisa, Vega-Vela et al. (2013) avaliaram a
variabilidade e diversificacdo genética através de marcadores ISSR e da analise quimica do
6leo essencial entre uma populacdo de L. origanoides localizada no Norte e outra no Nordeste
da Colémbia. Os resultados obtidos mostraram uma alta variabilidade genética nas duas
populagcdes, porém houve pouca divergéncia entre as duas populacGes, apesar da distancia
entre elas.

No Meéxico foram desenvolvidas duas pesquisas sobre a diversidade genética da
espécie. Martinéz-Nataren et al. (2014) avaliaram a diversidade e estrutura genética de 14
populacdes silvestres de L. origanoides distribuidas em quatro regides com caracteristicas
climaticas distintas. A diversidade genética geral foi moderada e a sua relagdo com as
caracteristicas ambientais ndo ficou esclarecida. Vargas-Mendoza et al. (2016) estudando a
espécie, tentaram elucidar a relacdo entre pressdo ambiental e a selecdo de loci especificos,
bem como avaliar a diversidade genética atraveés de marcadores ISSR em 22 populacdes
naturais de L. origanoides. Novamente, a diversidade genética ndo foi alta, e apenas dois loci
foram associados com quatro variaveis ambientais.

Apesar das diversas aplicacdes biologicas confirmadas e da abundancia de L.
origanoides no Estado da Bahia, o conhecimento acerca da diversidade genética da espécie na
regido € escasso, sendo pertinente conhecer a diversidade genética e sua distribuicdo entre as
populacdes naturais de L. origanoides nesse territorio, para que a coleta de germoplasma da

espécie seja bem sucedida.

2.4.3  Caracterizacao fitoquimica

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), planta medicinal é definida como
sendo todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6érgdos, substancias que tem
finalidade terapéutica ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos (BRASIL, 2006).

Essas substancias sdo produzidas pelo metabolismo secundario dos vegetais e, por isso, sdo
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chamadas de metabolitos secundérios, sendo classificadas de acordo com as caracteristicas
fisico-quimicas especificas.

De acordo com Santos (2007), os metabdlitos secundarios possuem diversas fungdes
ecoldgicas que permitem a adequacdo da planta ao meio-ambiente, como defesa contra
herbivoros e microorganismos, a protecdo contra raios UV, atracdo de polinizadores ou
animais dispersores de sementes, bem como sua participacdo em alelopatias. A producgéo dos
metabdlitos secundarios € regida por fatores intrinsecos, a constituicdo genética de cada
espécie, porém, também sofre variacGes de acordo com diversos fatores bidticos e abidticos
que circundam o vegetal (MORAES, 2009).

A ciéncia que identifica, classifica e quantifica os metabdlitos secundarios presentes nas
plantas medicinais é a fitoquimica. Nas especies vegetais medicinais a caracterizacéo
fitoquimica faz-se fundamental para separar 0S acessos quanto a presenca ou ndo de
substancias especificas e principios ativos, bem como para quantificar as substancias de
interesse (NASS, 2007). Essas discrepancias podem ser utilizadas no desenvolvimento de
variedades mais Uteis para uso terapéutico (SCHEFFER et al., 1999). Jannuzzi et al. (2011),
avaliando 17 acessos de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown, apontaram o acesso originario de
Varjdo-DF, para ser utilizado no melhoramento da espécie, devido ao alto teor de citral que
apresentou. Silva Janior et al. (2015) estudando acessos da espécie Mikania glomerata
Spreng., caracterizaram um acesso oriundo de Palhoca-SC que apresentou teor de Oleo
essencial de 0,73%, em oposicdo a média de 0,12% e baixa producdo de cumarinas, fato
incomum em espécies desse género. Um exemplo bem-sucedido de uso da diversidade entre
acessos em melhoramento genético de espécies medicinais foi o desenvolvimento de um
cultivar de manjericdo, pelo Programa de Melhoramento Genético da Universidade Federal de
Sergipe. O grupo realizou ensaios de avaliacdo de comportamento de acessos de manjericédo, a
fim de identificar materiais de alta producdo de 6leo essencial rico em linalol. Por fim, foi
desenvolvida a cultivar de manjericdo Maria Bonita, com alto teor e rendimento de dleo
essencial, rico em linalol e adaptado para cultivo no Nordeste brasileiro (BLANK et al.,
2007).

Nas espécies do género Lippia Linn. € muito comum a ocorréncia de metabolitos
secundarios classificados como 0leos essenciais (TOZIN et al., 2015). Segundo Moraes
(2009), 6leos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, com
baixo peso molecular, constituidos por moléculas de natureza terpénica, apresentam odor

marcante e agradavel, em temperatura ambiente apresentam aspecto oleoso, tendo como



32

principal caracteristica a volatilidade. Nas plantas, os 0leos essenciais estdo envolvidos,
comumente, em diversas fungdes que incluam a volatilidade, como atracdo de polinizadores,
defesa contra predadores e inibicdo da germinacdo de sementes (KNAAK e FIUZA, 2010).
Além disso, os 0Oleos essenciais também estdo relacionados com a fotoprotecdo vegetal
(FARIAS et al., 2017). A ocorréncia de quimiotipos ou ragas quimicas é frequente em plantas
ricas em Oleos essenciais, caracterizados como vegetais botanicamente idénticos, mas que
diferem quimicamente por um ou mais compostos que ocorrem de forma majoritaria na
mistura (SIMOES e SPITZER, 2007).

A ocorréncia de quimiotipos em L. origanoides foi estudada por diversos pesquisadores.
De acordo com o estudo de Stashenko et al. (2010) realizado na Coléombia, foram
identificados trés quimiotipos, que séo classificados de acordo com o0s principais compostos
presentes no 6leo essencial: 0 quimiotipo A tem como constituintes majoritarios 0 p-cimeno/o.
e B-felandreno/limoneno, o quimiotipo B apresenta o carvacrol como majoritario, enquanto o
quimiotipo C apresenta o timol numa porcentagem acima de 50%. No trabalho de Veja-Vela
et al. (2013), além dos quimiotipos ja citados, foram encontrados os quimiotipos D (timol,
abaixo de 30%), E (eucaliptol/a-felandreno), F (p-cimeno/eucaliptol/timol metil éter) e G
(timol metil éter/ p-cimeno/timol/y-terpineno). Avaliando a influéncia de diferentes estacGes
sobre a producao de 6leo na espécie no Para, Ribeiro et al. (2014) encontraram um quimiotipo
que apresenta o cinamato de metila e o E-nerolidol como constituintes principais. Tozin et al.
(2015) encontraram o E-cariofileno, o-humuleno e o-cadineno como 0s constituintes
majoritarios do Oleo essencial extraido das folhas de L. origanoides, em S&o Paulo, indicando
a possibilidade de novos quimiotipos para a espécie. Dessa forma, pode-se supor que ainda
sd0 necessarios mais estudos que tenham por objetivo conhecer a variabilidade fitoquimica de

L. origanoides.

2.5 Caracterizacgdo ecogeografica

O conhecimento acerca das caracteristicas ambientais dos locais de ocorréncia natural
das espécies vegetais e dos sitios de obtencao de acessos podem ser Uteis de diversas formas e
essas informacBes sdo obtidas através de estudos de caracterizacdo ecogeografica. A
ecogeografia é a ciéncia que estuda a distribuicdo geografica dos seres vivos, procurando
entender padrdes de organizacdo espacial e processos que resultaram em tais padroes
(FUTUYMA, 1992; OLIVEIRA et al., 2008). Os estudos ecogeograficos representam
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importantes ferramentas para aumentar a efetividade da conservagéo in situ, pois permitem o
conhecimento prévio de areas prioritarias de conservacdo (NASS, 2007). Esse tipo de
pesquisa pode indicar possiveis zonas de coleta de germoplasma com caracteristicas
desejaveis por meio de predi¢cdes. No trabalho de Boldt (2014) foi realizada uma investigacdo
da existéncia de associacdo preditiva entre teor de dleo e varidveis ecogeogréficas da origem
de acessos de cartamo (Carthamus tinctorius L.). Os resultados mostraram que explorar a
associacdo preditiva entre o teor de Gleo e as caracteristicas ecogeograficas do local de origem
do germoplasma aumenta as chances de encontrar genétipos com alto teor de 6leo. Segundo
Parra-Quijano et al. (2012) a caracterizacdo ecogeogréafica pode auxiliar também no cultivo
das espécies analisadas, tanto na delineacdo de cultivos, quanto na escolha adequada de
acessos adaptados para certas localidades ou condi¢cdes ambientais especificas. A elucidacéo
de problemas na colecdo de germoplasma, como complicages de propagacgdo e regeneracéo
de amostras, entre outros, podem ser solucionados por meio do conhecimento do ambiente de
origem dos acessos (PARRA-QUIJANO et al., 2012; MENDES et al., 2015).

Estudos de caracterizacdo ecogeografica também foram desenvolvidos com outras
espécies medicinais, como Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes (MARTINS et al., 2009),
Plinia sp. (DC.) Kausel (DANNER et al., 2010), Varronia curassavica Jacq. (MENDES et
al., 2015) e Lippia aff. rotundifolia Cham. (MEIRA, 2016), caracterizando os locais de
ocorréncia espontanea das mesmas, gerando subsidios ao cultivo e sugerindo possiveis

acess0s mais promissores.
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Estudo ecogeografico e fitoquimico de populaces silvestres de Lippia origanoides

Kunth. coletadas nos Estados da Bahia e Pernambuco.
Emily Ver6nica Rosa da Silva Feijo; Lenaldo Muniz de Oliveira; Angélica Maria Lucchese

RESUMO - Existe um crescente interesse econfmico na espécie aromatica Lippia
origanoides Kunth. devido as varias acGes biolégicas comprovadas atribuidas a ela. As
possibilidades de uso dessa planta sdo decorrentes da presenca de éleos essenciais em suas
folhas, flores e caules, sendo conhecidos oito quimiotipos diferentes para a espécie. Essa
variacdo fitoquimica encontrada na espécie pode ser ocasionada pelos fatores ambientais que
circundam as plantas e, apesar do interesse em torno da espécie, o conhecimento acerca das
caracteristicas ambientais em que L. origanoides naturalmente ocorre é insuficiente. Desse
modo, o objetivo deste trabalho foi caracterizar os ambientes de ocorréncia natural de
populacdes de L. origanoides coletadas no Estado da Bahia e Pernambuco, averiguar se
existem variacbes na composicdo quimica do 6leo essencial produzido pelas diferentes
populacdes da espécie e avaliar possiveis interacbes entre fatores ambientais e variacdo
fitoquimica. Ao total foram percorridos 19 sitios, sendo 18 no Estado da Bahia e 01 no Estado
de Pernambuco, nos quais foram obtidas coordenadas geograficas e amostras foliares e de
solo. A partir das coordenadas geograficas obtidas foi realizada a caracterizacdo ambiental de
cada sitio, por meio de arquivos vetoriais disponibilizados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE, obtendo-se dados de temperatura média anual, pluviosidade
média anual, classe de solos, bioma, vegetacdo e clima. As amostras de solos seguiram para
analise quimica onde foram determinadas as concentracdes dos elementos P, K, Ca, Mg, Al,
Na e os valores concernentes as variaveis pH (em agua), relacdo Ca:Mg, acidez potencial
(H+AI), soma de bases (SB), capacidade de troca de cations (CTC), saturacao por bases (V) e
matéria organica (MO). As amostras foliares foram secas e posteriormente utilizadas na
extracdo de 6leo essencial através de hidrodestilacdo e analise da composi¢do quimica por
meio de CG-FID e CG-EM. Os resultados mostraram que a espécie ocorre predominante em
locais pertencentes ao bioma Caatinga, areas antropizadas e zonas do clima Tropical Brasil
Central. Quanto as caracteristicas edaficas ocorre em solos com niveis nutricionais distintos.
O estudo permitiu a identificacdo dos quimiotipos ricos em carvacrol, timol e E-nerolidol, ja
conhecidos de L. origanoides além de gendtipos com 6leos essenciais com altas porcentagens
de cénfora, elemenol, E-cariofileno, linalol e acetato de linalol, indicando a ocorréncia de

novos quimiotipos para a espécie. A diversidade quimica na espécie parece ser influenciada
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conjuntamente pela concentracdo de Al e valores V presentes nos solos em que as populagdes
foram encontradas e pela diversidade genética.

Palavras-chave: Plantas Medicinais e Aromaticas Nativas. Ambiente Natural.VVerbenaceae.
Ecogeografia.
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Ecogeographic and phytochemical study of wild populations of Lippia origanoides

Kunth. collected in Bahia and Pernambuco states.

Abstract — There is an increasing economic interest in the aromatic species Lippia
origanoides Kunth. due to its biologic activities. The presence of essential oils in its leaves,
flowers, stem allow the use of this plant, in which nine chemotypes are recognized. This
phytochemical variation can be a result of environmental factors around the plant, and despite
all the interest about the plant, the knowledge about environmental characteristics in which L.
origanoides naturally occurs is insufficient. Thus, the aim of this work was to characterize
environments where L. origanoides, collected in the states of Bahia and Pernambuco,
naturally occurs, investigate if there are variations in the chemical composition of essential
oils and evaluate possible interactions among environmental factors and phytochemical
variation. In total, 19 sites were collected, from which 18 were in Bahia and 01 in
Pernambuco, obtaining geographic coordinates, leaves and soil samples. Based on the
geographic coordinates obtained, the environmental characterization of each site was carried
out using vector files provided by the IBGE, obtaining data of mean annual temperature,
annual average rainfall, soil class, biome, vegetation and climate. Soil samples were analyzed
for determining concentrations of elements P, K, Ca, Mg, Al, Na and values concerning pH
(in water), Ca:Mg ratio, potential acidity (H+Al), sum of bases (SB), ion exchange capacity
(CTC), base saturation (V) and organic matter (MO). Leaf samples were dried and posteriorly
used in the extraction of essential oil by hydrodistillation and chemical composition analysis
by GC/FID and GC/MS techniques. The results showed that the specie occurs predominantly
in Caatinga, anthropic areas and Tropical Central Brazil climate zones. Additionally, it occurs
in soils with distinct nutritional levels. The study allowed to identify chemotypes rich in
carvacrol, thymol and E-nerolidol, already known for L. origanoides, besides genotypes with
essential oils with high percentages of camphor, elemenol, E-caryophyllene, linalool and
linalool acetate, indicating the occurrence of new chemotypes in this specie. The chemical
diversity of this species seems to be influenced by either concentration of Al and V values in

the soil and genetic diversity.

Key-words: Medicinal and Aromatic Native Plants. Natural Environment. Verbenaceae.

Ecogeographic.
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3.1 Introdugéo

Lippia Linn. é um dos maiores géneros da familia Verbenaceae, com varias espécies
distribuidas na regido Neotropical e Africa. Entre as espécies desse género tem se destacado
Lippia origanoides Kunth., que se distribui da Guiana até a Argentina, na América do Sul,
podendo ser encontrada também na Mesoamérica (O'LEARY et al., 2012). No Brasil, a
espécie ocorre do Maranhdo até Minas Gerais, € popularmente conhecida como "salva-de-
Marajo e "alecrim-d'Angola”, sendo usada principalmente no tratamento de desordens no
aparelho digestivo e para antissepsia de mucosas e feridas (OLIVEIRA et al., 2007).

Varios trabalhos comprovam acGes bioldgicas do éleo essencial da espécie, como a
atividade antimicrobiana (OLIVEIRA et al.,, 2007; ESCOBAR et al., 2010), antiviral
(MENESES et al., 2009) e antioxidante (TELES et al, 20144a, 2014b) entre outras.

Assim como outras espécies do mesmo género, L. origanoides produz 0leo essencial
atraves de tricomas glandulares (TOZIN et al., 2015). A especie apresenta ampla variacao
fitogquimica, com oito quimiotipos ja descritos, diferenciando-se de acordo com o0s
constituintes majoritarios do 6leo essencial, sendo eles os quimiotipos A (p-cimeno/a e [-
felandreno/limoneno), B (carvacrol), C (timol, acima de 50%), D (timol, abaixo de 30%), E
(eucaliptol/ a-felandreno), F (p-cimeno/eucaliptol/ timol metil éter), G (timol metil éter/p-
cimeno/timol/y-terpineno) além do quimiotipo rico em cinamato de metila/E-nerolidol
(STASHENKO et al., 2010; VEGA-VELA et al, 2013; RIBEIRO et al., 2014).
Recentemente, Tozin et al. (2015) confirmaram a plasticidade quimica desta espécie,
descrevendo a composicdo quimica de duas populacdes de L. origanoides e apontando para
variacdes entre os individuos das populacBes, com quatro tipos principais diferentes de 6leos
essenciais, conforme 0s compostos majoritarios das folhas: a-humuleno, E-cariofileno, a-
humuleno/E-cariofileno e E-cariofileno/3-cadineno.

Essa variacdo fitoquimica na espécie é resultado da variabilidade genética
intraespecifica, conjuntamente com a influéncia exercida pelos fatores ambientais a qual as
diferentes populacdes estdo expostas (STASHENKO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2014).
Estudos tém sido realizados tentando elucidar a interferéncia ambiental sobre a composicao
quimica dos 6leos de L. origanoides, mas as informac@es obtidas ainda sdo incipientes, sabe-
se, todavia, que ambientes distintos podem ocasionar a producdo de 6leos essenciais com
composicdes quimicas diferenciadas na espécie (STASHENKO et al., 2010; RIBEIRO et al.,
2014; MARTINEZ-NATAREN et al., 2014; VARGAS-MENDOZA et al., 2016).
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Conhecer as particularidades da ambiéncia natural da espécie, por meio de um estudo
ecogeogréfico, pode auxiliar no entendimento da atuacdo do meio sobre a composi¢cdo
quimica dos 06leos essenciais. A ecogeografia € o0 ramo da ciéncia que pesquisa a ocorréncia e
adaptacdo das espécies vegetais quanto aos fatores geogréficos, edéaficos e climaticos
(MEIRA, 2016). De acordo com Parra-Quijano et al. (2012), os estudos ecogeogréaficos
também geram subsidios para o cultivo adequado das espécies vegetais.

Assim como a maior parte das espécies nativas, ainda ndo existem formas de cultivo
preconizadas para a espécie L. origanoides, sendo explorada de forma extrativista. Essa
pratica pode levar a erosdo genética na espécie, fazendo-se necessarias medidas com a
finalidade de conservar esse recurso genético vegetal. Algumas pesquisas sobre os efeitos de
fatores ambientais individuais, como aridez e adubacéo, tém sido realizadas com a especie,
buscando-se a sua domesticacdo, bem como o aumento da producdo de 6leo essencial e da
sintese de determinados constituintes (PARRA e LOPEZ, 2008; TELES et al., 2014a; TELES
et al., 2014b).

Estudos ecogeograficos foram realizados com espécies medicinais brasileiras, como
Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes (MARTINS et al., 2009), Plinia cauliflora (DC)
Kausel (DANNER et al., 2010) Varronia curassavica Jacq. (MENDES et al., 2015) e Lippia
aff. rotundifolia Cham. (MEIRA, 2016), produzindo informagdes que subsidiam o cultivo
dessas espécies, além de indicar locais com genotipos de interesse devido a producdo
fitoquimica diferenciada (BOLDT, 2014). No Estado da Bahia, populacdes de L. origanoides
ocorrem de forma silvestre (SALIMENA e MULGURA, 2015), sendo desconhecida a
existéncia de variacdo fitoquimica entre essas populagbes, bem como quais sdo as
caracteristicas ambientais preponderantes nos sitios de ocorréncia natural da espécie.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar os ambientes de distribuicdo espontanea de
populacdes de L. origanoides no Estado da Bahia, averiguar se existem variacbes na
composicdo quimica do 6leo essencial produzido pelas diferentes populacdes da espécie, bem
como entender possiveis interacdes entre esses fatores edafoclimaticos e a composicédo

quimica dos 6leos essenciais.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Coleta e identificagcdo dos acessos
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As expedicdes de coleta ocorreram no segundo semestre de 2014, ap6s levantamento
realizado na rede puablica de Herbarios, por meio de um banco de dados conjunto, quando
foram identificados possiveis locais de ocorréncia de L. origanoides. As expedicGes
ocorreram no Estado da Bahia, foram coletados acessos nas cidades de Santa Terezinha,
Palmeiras, Rio de Contas, Nova Itarana, Mucugé, Utinga, Morro do Chapéu, Jequié, Santa
Luz, Riachdo do Jacuipe, Santa Barbara, Quixabeira, Jaguarari, Sento Sé, Casa Nova, Santa
Brigida, Tucano e Jeremoabo. Também foi coletado um acesso na cidade de Floresta, Estado
de Pernambuco, totalizando 19 acessos. Nos locais de coleta procedeu-se a marcacdo das
coordenadas geograficas (latitude, longitude e altitude) com a ajuda de um GPS da marca
Garmin, modelo Vista HCX.

Durante as coletas foram obtidos ramos floridos para confec¢éo das exsicatas e posterior
identificacdo botanica, realizada pela Dra. Tania Regina dos Santos Silva, professora titular
do Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS). Todas as exsicatas foram incorporadas ao Herbario da Universidade Estadual de
Feira de Santana (HUEFS).

3.2.2 Caracterizacdo ambiental

A partir das coordenadas geograficas obtidas em cada localidade amostrada foi possivel
realizar a caracterizacdo ambiental de cada sitio, por meio de arquivos vetoriais
disponibilizados pelo IBGE, referente a cada caracteristica ambiental de interesse (IBGE,
2013). Os ambientes foram caracterizados quanto ao bioma, vegetacédo, clima, precipitacdo
média anual e temperatura média anual. O processamento dos dados e producdo dos mapas

tematicos foram realizados por meio do programa ArcGis.
3.2.3 Analise quimica do solo

Para a analise quimica do solo foram obtidas amostras em cada localidade de coleta, na
camada 0 — 20 cm de profundidade, sendo realizadas cinco amostragens por local, formando
uma amostra composta. A analise quimica foi realizada no Laboratério de Solos e Nutricdo de
Plantas da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado no municipio de Cruz das Almas,
Bahia. Foram determinadas as concentracfes dos elementos P, K, Ca, Mg, Al, Na e tambéem

os valores concernentes as varidveis pH (em &gua), relacdo Ca:Mg (Ca:Mg), acidez potencial
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(H+AI), soma de bases (SB), capacidade de troca de cations (CTC), saturacéo por bases (V) e

matéria organica (MO).

3.2.4 Extracdo e analise quimica dos 0leos essenciais

Durante as coletas nos diferentes sitios percorridos, foram obtidas, por meio de coleta
manual, amostras foliares para posterior extracdo de 6leo essencial e estudo da composicdo
quimica. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos porosos (nylon), para futura
secagem. A secagem foi realizada a temperatura ambiente nas dependéncias do Horto
Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) e a extracdo dos 6leos
essenciais no Laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais e Bioativos da mesma instituicdo
(LAPRON). A extragdo foi realizada através da hidrodestilacdo em Aparelho de Clevenger,
utilizando-se 100 g de massa foliar seca por repeticéo, utilizando-se trés repeticdes por acesso.
O tempo de extracdo foi de trés horas (SILVA, 2012) e, finalizado esse periodo, os 0leos
essenciais de cada acesso foram separados com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. Apos a
extracdo foi adicionado sulfato de sddio anidro para retirar agua residual dos éleos essenciais
extraidos, seguido da pesagem em balanca de precisdo para determinar o teor dos Oleos
essenciais, com base na massa seca utilizada. Posteriormente, os dleos essenciais foram
armazenados em recipientes de vidro escuro e mantidos no freezer até a andlise da
composicdo quimica. Apenas o acesso oriundo de Jaguarari ndo teve material vegetal
suficiente para extracdo de 6leo essencial e posterior analise quimica.

A analise da composicdo quimica dos 0leos essenciais foi realizada por Cromatografia
Gasosa, empregando-se Cromatdgrafo a gas com Detector de lonizacdo em Chama (CG/DIC)
e Cromatografo a gas acoplado a Espectrémetro de Massas (CG/EM). Na analise por CG/DIC
foi utilizado Cromatégrafo Varian® CP-3380, equipado com detector de ionizacdo de chama
(DIC) e coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm, com espessura do filme de 0.25 pm),
temperatura do injetor de 220°C e do detector de 240°C, hélio como géas de arraste (1 mL min°
1), com programa de temperatura do forno de: 60°C a 240°C (3°C min™), 240°C (20 min). As
analises por CG/EM foram realizadas em Cromatdgrafo Shimadzu® CG-2010 acoplado a
Espectrometro de Massas GC/MS-QP 2010 Shimadzu®, coluna capilar DB-5ms (30 m x 0,25
mm, com espessura de filme 0.25 pm), temperatura do injetor 220°C, gas de arraste hélio (1
mL/min), temperatura da interface de 240°C, temperatura da fonte de ionizagdo de 240°C,

energia de ionizacdo 70 eV, corrente de ionizagdo: 0,7kV e programa de temperatura do
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forno: 60°C a 240°C (3°C/min), 240°C (20 min). Antes da inje¢éo, aproximadamente 0,025 g
de cada amostra de 6leo essencial foi pesada em balanga analitica e diluida em 2 mL do
solvente diclorometano. O volume de 0,2 uL desta solugdo foi injetado, sob as mesmas
condicdes supracitadas, no CG/DIC e no CG/EM, com razdo de split de 1:100. Os
componentes foram identificados através da comparacdo dos espectros de massas obtidos com
0s da biblioteca do equipamento (NIST21 e NIST107) e da literatura (ADAMS, 2007), bem
como através do indice de Kovats (1K), obtido pela co-injecdo da amostra a ser analisada com
uma série homdloga de n-alcanos (C8-C24). Os resultados estdo expressos em percentual
relativo de cada constituinte (média das repeticdes), calculado através do método da

normalizagdo nos cromatogramas das amostras.

3.2.5 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se testes estatisticos multivariados e
univariados. Na estatistica multivariada foi realizada a analise dos componentes principais
(ACP) dos dados da analise quimica dos solos e da analise da composi¢cdo quimica dos 6leos
essenciais, utilizando-se de matrizes de correlacdo. Entretanto, devido ao elevado nimero de
variaveis nulas, antes de aplicar a ACP nos dados fitoquimicos foi aplicado o critério de
Kaiser-Meyer-Olkin (KMO), para excluir as variaveis nulas e que pouco contribuiram na
construcdo dos componentes principais. Por fim, foram selecionadas 11 variaveis para realizar
a analise de componentes principais (ACP). Também foi realizada, com os dados
fitogquimicos, uma andlise de agrupamento utilizando o método Ward, com base na distancia
Euclidiana.

Feito a analise de componentes principais (ACP) com os dados fitoquimicos, e obtido
0 componente principal, aplicou-se a analise univariada, a partir desse componente, por meio
da correlacdo de Pearson, com as variaveis ambientais (temperatura, pluviosidade, altitude) e

varidveis quimicas dos solos. Todas as analises estatisticas foram efetuadas no software R.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Caracterizacdo ambiental

Foram coletados 19 acessos de L. origanoides, sendo 18 encontrados no Estado da

Bahia e um no Estado de Pernambuco. As coordenadas geograficas dos locais de coleta se
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encontram na Tabela 1. As populacBes da espécie ocorreram naturalmente em beiras de

estradas e rodovias, organizadas em populagfes com tamanhos variados. A abundancia da

espécie variou muito na area percorrida, sendo comum a ocorréncia mais frequente de

populacbes proximas e densas em algumas regifes, como na Chapada Diamantina, enquanto

um grande distanciamento ocorreu entre as populagdes encontradas em outras regides, como

no Nordeste do Estado da Bahia.

Tabela 1. Coordenadas geogréficas e altitude dos sitios de coleta dos acessos de Lippia origanoides Kunth. nos

Estados da Bahia e Pernambuco. Feira de Santana, Bahia, 2018.

Populacéo/Sigla de Longitude Latitude Altitude
identificagéo (O) (S) (m)
Santa Terezinha/STE 39° 32' 14,8" 12° 35' 46,8" 140
Nova Itarana/NIT 39° 56' 05,6" 12° 58' 22,0" 526
Jequié/JEQ 40° 03' 28,6" 13°45' 54,0" 346
Rio de Contas/RCO 41°51'47,3" 13°28'53,8" 1065
Palmeiras/PAL 41°29'12,6" 12°26' 47,7" 809
Mucugé/MUC 41° 23' 08,6" 12°59'42,3" 975
Utinga/UTI 41° 05' 40" 12° 04' 54" 863
Morro do Chapéu/MCH 40° 59' 38,3" 11° 36'19,5" 941
Riachdo do Jacuipe/RJA 39° 26'12,6" 11° 46' 54,6" 193
Santaluz/SLU 39° 24' 50,0" 11°12'30,4" 348
Quixabeira/QUI 40° 07' 39,1" 11°20'03,9" 396
Jaguarari/JAG 40° 13' 58" 10° 05' 20,4" 543
Floresta/FLO 38°09'09,1" 08°41'0,6" 437
Santa Brigida/SBR 38°15'43,9" 09° 50" 16,4" 397
Jeremoabo/JER 38°17'54,4" 10° 13'35,7" 227
Tucano/TUC 38°49'23,7" 11°01' 25,5" 354
Santa Barbara/SBA 38° 58' 15,5" 12°01'04,5" 270
Sento Sé/SSE 41°53' 06" 09° 44" 45" 400
Casa Nova/CNO 40° 58' 15" 09° 09" 43" 417

Os acessos amostrados se encontram entre as coordenadas 08° 41’ 0,6” e 13° 45°54,0”

de latitude e 38° 15" 43,9" e 41°53' 6" de longitude. Verifica-se que as populacGes de L.

origanoides foram encontradas em locais com altitudes contrastantes, ndo apresentando uma

faixa de altitude especifica. O acesso encontrado no local com maior altitude foi em RCO,
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com 1.065 m, enquanto que o0 acesso coletado na menor altitude foi em STE, com 140 m,
concordando com O'Leary et al. (2012), que afirmaram que a espécie ocorre comumente em
altitudes de 160 a 1800 m. Entretanto, na Colémbia, L. origanoides foi encontrada em locais
com altitude mais alta, variando de 200 a 2500 m (STASHENKO et al., 2010; VEGA-VELA
e SANCHEZ, 2012).

A temperatura média anual dos sitios de coleta apresentou variacao entre 22 a 27°C em
todos os locais amostrados (Tabela 2), onde 26,30% dos sitios apresentavam temperatura
média de 22°C (NIT, JEQ, UTI, MCH e SBA), 42% dos sitios mostraram temperatura entre
23 a 24°C (STE, RCO, PAL, MUC, RJA, SLU, TUC e JAG), 21% dos locais exibiram
temperatura entre 25 e 26°C (FLO, QUI, SBR e JER) e 10,5% dos sitios apresentaram
temperatura média de 27°C (SSE e CNO).

A pluviosidade meédia anual oscilou entre 500 a 1000 mm nas areas amostradas
(Tabela 2). Os sitios com a pluviosidade mais baixa (10,52%) foram os de FLO e CNO, com
apenas 500 mm anuais; 57,89% dos sitios apresentaram pluviosidade entre 600 e 700 mm
(NIT, UTI, MCH, RJA, SLU, QUI, SBR, JER, TUC, SSE e JAG), 26,31% dos sitios
apresentaram pluviosidade entre 800 a 900 (STE, JEQ, RCO, PAL e SBA). O local com a
pluviosidade mais alta foi em MUC, com 1000 mm.

A maioria dos acessos ocorre em localidades com temperatura e pluviosidade com
valores caracteristicos da regido do Semiarido, onde a temperatura média anual varia de 23 a
27°C e a pluviosidade média € menor que 800 mm, evidenciando a adaptacdo da espécie por
lugares éaridos, como ja foi reportado por outros autores (PARRA e LOPES, 2008; O’LEARY
et al., 2012). Entretanto, deve-se ressaltar que L. origanoides possui plasticidade suficiente
para ocorrer em lugares mais Uumidos, visto a ocorréncia natural da espécie em lugares com
pluviosidade de 800 a 1000 mm. Os sitios de ocorréncia da espécie com maior umidade estdo
localizados na zona sub-Umida que circunda a regido semiarida ou sdo microclimas que
surgem devido a presenca de serras e montanhas.

A classificacdo dos solos mostrou que L. origanoides ocorre em tipos distintos de
solos (Tabela 2). Foram identificados cinco tipos diferentes entre os 19 sitios percorridos,
sendo os mais ocorrentes aqueles classificados como Planossolo (31,57%), Latossolo
(31,05%) e Neossolo (21,05%). Foram encontrados ainda solos dos tipos Luvissolo e
Argissolo. A ocorréncia preponderante da espécie em solos geralmente mal drenados

(Planossolos), intemperizados e pouco férteis (Latossolos), e com pouca profundidade
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(Neossolos) reforcam a adaptacdo de L. origanoides para areas aridas, onde esses tipos de

solos sdo encontrados facilmente.

Tabela 2. Temperatura média anual, pluviosidade média anual e classificacdo dos solos de dezenove sitios de
ocorréncia natural de Lippia origanoides Kunth. nos Estados da Bahia e Pernambuco. Feira de Santana, Bahia,
2018.

Acessos Temperatura Pluviosidade Classe de Solo
média (°C) (mm)
STE 23 800 Planossolo haplico
NIT 22 600 Latossolo amarelo
JEQ 22 800 Luvissolo cromico
RCO 23 800 Neossolo litélico
PAL 23 900 Latossolo vermelho
MUC 23 1000 Neossolo litélico
UTI 22 700 Latossolo amarelo
MCH 22 600 Neossolo litolico
RJA 24 600 Planossolo haplico
SLU 23 600 Planossolo haplico
QuUI 26 600 Latossolo amarelo
FLO 25 500 Luvissolo crémico
SBR 26 700 Planossolo haplico
JER 26 700 Neossolo litolico
TUC 24 600 Planossolo haplico
SBA 22 800 Planossolo haplico
SSE 27 600 Argissolo vermelho-amarelo
CNO 27 500 Latossolo vermelho-amarelo
JAG 24 700 Latossolo amarelo

A espécie é mais ocorrente no Bioma Caatinga, com 73,68% dos sitios de coleta
ocorrendo no dominio desse bioma (Figura 1). Esse resultado esta de acordo com O'Leary et
al. (2012) que afirma a ocorréncia natural da espécie, frequentemente, em areas pertencentes
aos biomas Caatinga e Cerrado. Os demais sitios (26,31%) foram encontrados na regido de
ecotono, entre os biomas Mata Atlantica e Caatinga (Figura 1). Outros pesquisadores também
localizaram populacdes da espécie em areas de Mata Atlantica (SALIMENA e MULGURA,

2015). Todavia, nesse bioma, com maior incidéncia de precipitagdo, a espécie € encontrada
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em fitofisionomias tipicamente mais xeromorficas, como campo cerrado e cerrado stricto
sensu (TOZIN et al., 2015).
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- Mata Atlantica Sistemas de coordenadas: CGS_WGS_1984
Datum: D_WGS_1984

Figura 1. Mapa de distribuicdo dos acessos de Lippia origanoides Kunth. coletados em diferentes municipios dos
Estados da Bahia e Pernambuco e biomas correspondentes. Feira de Santana, Bahia, 2018.

Quanto ao tipo de vegetacdo, a maioria das populagdes naturais de L. origanoides

(57,89%) localiza-se em areas antropizadas, enquanto que os demais acessos (42,10%)

ocorreram no tipo de vegetacdo classificado como savana (Figura 2). As espécies vegetais

associadas aos ambientes antropizados tém como caracteristicas a facilidade de sobrevivéncia
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e dispersdo nos ambientes perturbados pela acdo degradadora humana. Outras espécies do

género Lippia Linn. crescem espontaneamente em ambientes antropizados, como Lippia aff
rotundifolia Cham. e Lippia gracilis Schauer (MEIRA, 2016; BRANDAO, 2016).
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Elaborado por: Naron Silva Tranzillo, 2016
Fonte: IBGE 2013

Sistemas de coordenadas: CGS_WGS_1984
Datum: D_WGS_1984

Figura 2. Mapa de distribuicdo dos acessos de Lippia origanoides Kunth. coletados em diferentes municipios nos

Estados da Bahia e Pernambuco e tipos de vegetacdo nos sitios de coleta. Feira de Santana, Bahia, 2018.
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Em relacdo ao clima dos sitios de coleta, 68,42% estdo localizados em zonas do clima
Tropical Brasil Central (Figura 3), caracterizado por um periodo de estiagem que varia de 6 a
8 meses e com temperatura acima de 18°C em todos os meses do ano. Plantas da espécie
foram coletadas em zonas com esse mesmo tipo de clima em outros estudos (CALVACANTI
et al., 2004; PINTO et al., 2013). Do total de sitios percorridos, 26,31% das populacdes
coletadas estdo em zonas de clima do tipo Tropical Nordeste Oriental, caracterizado por
temperaturas acima de 18°C em todo o ano e periodo de estiagem de 4 a 5 meses. Ainda foi
encontrado um acesso de L. origanoides na éarea de ocorréncia do tipo climatico Tropical
Zona Equatorial, em FLO, que apresenta temperatura maior que 18°C em todo o0 ano e trés

meses de estiagem.
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Figura 3. Mapa de distribuigdo dos acessos de Lippia origanoides Kunth. coletados em diferentes municipios nos
Estados da Bahia e Pernambuco e tipos de clima correspondentes. Feira de Santana, Bahia, 2018.

O resultado da analise quimica dos solos dos diferentes sitios de coleta pode ser vista
na tabela 3. Os valores obtidos para a maior parte das caracteristicas foi muito variavel, ndo
sendo possivel identificar nenhuma condi¢do especifica dos solos para a ocorréncia de L.
origanoides. Os valores de pH variaram de 4,4, nos sitios de RCO, PAL e UTI, até 6,6 em
MUC. A concentracdo de fosforo oscilou do valor minimo de 2 mg/dm3, em RCO e UTI, e
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maximo de 76 mg/dm® no sitio de SBA. O calcio foi menos abundante nos sitios de UTI e
RCO, com concentracdo de 0,09 Cmolc/dm?®, e mais alto no sitio de MUC, com concentracio
de 5,87 Cmold/dm?®. A concentracdo de aluminio foi elevada nos sitios de STE, SLU, JEQ,
JER, MCH, RCO, UTI e PAL variando de 0,4 a 1,1 Cmolc/dm?®. Os valores da capacidade de
troca cationica (CTC) variaram de 1,37 Cmolc/dm?® no sitio de FLO até 9,71 CmolJ/dm® no
sitio de NIT. A saturacdo de bases (V) apresentou ampla variacdo, com os menores valores
nos sitios de UTI e RCO com 9%, enquanto os sitios de JAG, SSE, QUI e RJA possuem esse
indice oscilando de 85 a 97%. Os niveis de matéria organica (MO) variaram de 3g/kg no sitio
de FLO até 35g/kg no sitio de MUC.

Os dados sugerem que a espécie apresenta plasticidade necessaria para sobreviver em
locais com caracteristicas edaficas diferentes. Espécies menos restritivas, com maior
plasticidade, podem se restringir a ambientes pobres, onde conseguem ter pleno
desenvolvimento sem precisar competir por recursos com outras espécies mais restritivas se
estivessem em ambientes ricos. Possivelmente, essa estratégia seja aplicada a L. origanoides,
explicando a ocorréncia comum da espécie em areas semiaridas com solos pobres e secos
(DELGADO-OSPINA et al., 2012). Segundo Cardoso e Lomoénaco (2003), espécies com
potencial plastico suficiente para ocorrer em ambientes edaficos distintos tem a formacéo de
ecotipos/variedades favorecida em detrimento de espécies que apresentam restricdes, 0 que
explica a ocorréncia de elevado numero de quimiotipos em L. origanoides (O’LEARY et al.,
2012; VEJA-VELA et al., 2013).
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Tabela 3. Anélise quimica do solo dos diferentes sitios de coleta dos acessos de Lippia origanoides Kunth. nos
Estados da Bahia e Pernambuco. Feira de Santana, Bahia, 2018.

Acessos pH P K Ca Mg CatMg Al Na H+Al SB CTC V MO
(4gua) mg/dm? Cmol/dm? % glkg

STE 5,0 6 013 1,19 040 159 04 026 287 197 484 41 120
NIT 54 6 0,72 457 181 638 01 005 25 715 9,71 74 220
JEQ 4,9 3 033 116 048 164 06 005 398 202 600 34 150
RCO 4,4 2 006 009 006 015 09 001 226 022 248 9 80
PAL 4,4 5 010 047 015 062 11 007 532 079 611 13 29,0
MuUC 6,6 5 007 58 0% 68 00 002 084 693 7,76 89 350
UTI 4,4 2 006 009 006 015 09 001 226 022 248 9 80
MCH 4,5 4 005 051 011 062 08 002 471 069 540 13 21,0
RJA 57 6 019 263 271 534 00 042 105 59 700 85 11,0
SLU 50 12 011 37 15 531 04 031 275 573 848 68 16,0
QUI 59 3 038 304 220 524 00 011 105 573 6,78 85 10,0
JAG 65 23 051 402 150 552 00 005 020 6,08 628 97 90
FLO 5,2 6 008 040 027 067 02 000 062 076 137 55 3,0
SBR 58 9 012 15 133 28 00 011 063 311 374 83 50
JER 4,6 6 027 127 035 162 0,7 002 272 191 463 41 16,0
TUC 5,6 5 031 13 08 222 00 003 092 25 348 73 50
SBA 58 76 021 311 137 448 00 006 1,07 474 581 82 150
SSE 6,5 5 038 319 091 410 00 003 019 452 470 96 9,0
CNO 56 10 028 170 022 192 00 0,01 143 221 364 61 90

A andlise de componentes principais (ACP) permite reduzir o nimero de variaveis a

um pequeno namero de indices explicativos (componentes principais), facilitando a
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identificacdo das caracteristicas com maior variagdo e a representacdo do conjunto de dados
num plano. A ACP condensou as varidveis quimicas dos solos amostrados nos dois primeiros
componentes principais (Figura 4). O primeiro componente explicou 54,95% da variabilidade
para todas as amostras. As caracteristicas com maior carga fatorial no primeiro componente
(PC1) foram soma de bases (SB), saturacdo por bases (V), pH em &gua e concentracdo dos
elementos Ca, Mg e Al. O segundo componente (PC2) explicou 18,78% da variagdo, com a
contribuicdo das caracteristicas, matéria organica (MO), capacidade de troca de cétions (CTC)
e acidez trocavel (H_AI). No total os dois componentes principais explicaram 73,73% da
variancia de todos os atributos, sendo esse valor considerado confiavel para esse tipo de
analise.

As populagdes de QUI, SBA, JAG, SSE, SBR e TUC ficaram plotadas no primeiro
quadrante (Figura 4), todas apresentaram solos com menor acidez, alta concentracdo de Mg e
valores altos de V. No segundo quadrante ficaram as populagdes de CNO, FLO, RCO e UTI
com solos mais acidos, baixos valores de P, CTC, SB e MO. O terceiro quadrante foi formado
pelas populacbes de STE, JER, JEQ, MCH e PAL que apresentaram solos com as maiores
concentracdes de Al, baixos valores de Ca, Mg, SB e V. Por fim as populacdes de RJA,
MUC, SLU e NIT ficaram no quarto quadrante e apresentaram solos com altos valores de SB,
CTC e V. De acordo com a ACP, percebe-se que os sitios ficaram dispersos sem que
houvesse a formacdo de grandes grupos coesos, mesmo entre sitios geograficamente
proximos, devido a grande variacdo nas variaveis quimicas analisadas (Figura 4). Essa
variacdo nos solos proximos deve-se ao fato que o solo é resultado da influéncia mutua de
fatores de formacdo independentes, sendo os principais o clima, organismos, relevo, material
de origem e tempo, que mudam amplamente de uma localidade para outra (ARAUJO et al.,
2014).

Diante dos resultados, compreende-se que os valores de SB, V, pH e a concentracdo
Ca, Mg e Al ndo sdo fatores determinantes para ocorréncia de L. origanoides, visto que essas
varidveis foram as que mais diferiram nos sitios em que a espécie foi encontrada. Estudos
com a espécie tém demonstrado que ela se desenvolve com niveis baixos de nutrientes,
principalmente quando comparada a outras espécies do género (DELGADO-OSPINA et al.,
2012). Além disso, avaliacdes da influéncia da fertilizacdo na producdo de biomassa na
espécie mostraram que a producdo de biomassa ndo € alterada pela adubag&o, seja organica ou
mineral (TELES et al., 2014a; TELES et al., 2014b).
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Figura 4. Ordenacdo dos componentes a partir da Anélise de Componentes Principais (ACP), gerada a partir de
13 variaveis quimicas dos solos coletados nos 19 sitios de coleta de Lippia origanoides Kunth. nos Estados da
Bahia e Pernambuco, Feira de Santana, 2018.

3.3.2 Caracterizacdo fitoquimica

Os resultados do estudo fitoquimico mostraram que existe variacdo na composicao
quimica dos 0Oleos essenciais produzidos pelas diferentes populac6es da espécie. O percentual
de identificacdo total dos constituintes quimicos variou de 78,64 a 98,54%, apontando
acuracia no processo analitico realizado. A composicdo dos O6leos essenciais em L.
origanoides é predominantemente de terpenos, pertencentes as classes dos mono e
sesquiterpenos (Tabelas 4, 5 e 6). Apenas o acesso de UTI apresentou éleo essencial com
maior proporcdo de sesquiterpenos, diferindo da maioria dos resultados encontrados para a
espécie por outros pesquisadores (OLIVEIRA et al., 2007).

Das 18 populacbes avaliadas no estudo fitoquimico, 11 apresentaram a composi¢do
quimica do Gleo essencial semelhante aos quimiotipos conhecidos da espécie. Os acessos
oriundos de SLU, FLO, TUC, STE, SBA, RJA e CNO (Tabela 4) apresentaram 0leos
essenciais que tem como constituinte majoritario o carvacrol (variando de 32,31 - 50,44%) e
valores consideraveis de p-cimeno (10,14 - 25,26%), composi¢do quimica parecida ao

quimiotipo B da espécie descrito por Stashenko et al. (2010). Entretanto, no estudo de
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Stashenko et al. (2010) também foram observadas quantidades consideraveis de y-terpineno e
timol nas amostras pertencentes a esse quimiotipo. Todavia, neste trabalho esses constituintes
variaram muito nas populacdes pertencentes ao possivel quimiotipo. Dos Santos et al. (2004)
encontraram o quimiotipo B avaliando plantas da espécie do Piaui. Oliveira et al. (2007)
também encontraram o mesmo resultado com plantas oriundas do Para. O quimiotipo rico em
carvacrol também foi encontrado em plantas da espécie na Colémbia, México e Guatemala
(SABINO et al., 2010; STASHENKO et al., 2010; MARTINEZ-NATAREN et al., 2014).
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Tabela 4. indice de Kovats e percentual dos compostos identificados dos 6leos essenciais obtidos de populagdes
naturais de Lippia origanoides Kunth. coletadas nos Estados da Bahia e Pernambuco, classificados como
quimiotipo rico em carvacrol. Feira de Santana, Bahia, 2018.

Composto IKlit 1K cal Casa Floresta santa Riacho santa Santaluz  Tucano
Nova Terezinha do Jacuipe Barbara
a-tujeno 931 929 0,38 0,28 0,59 0,73 0,61 0,65 0,51
a-pineno 939 937 0,75 0,30 0,46 0,63 0,57 0,43 0,58
Canfeno 954 959 t t 0,61 t t 0,67 t
Sabineno 975 976 t t t 0,08 0,05 t 0,09
B-pineno 979 980 0,08 t t 0,21 t t 0,11
B-mirceno 990 990 2,01 1,97 1,47 1,97 1,82 1,86 2,28
a-felandreno 1002 1005 t t t 0,06 0,31 t -
d-3-careno 1011 1012 0,13 0,09 t t t t -
a-terpineno 1017 1018 0,85 1,11 0,83 1,10 0,81 1,17 1,37
p-cimeno 1024 1026 25,26 18,49 19,05 21,20 10,14 19,50 18,61
limoneno 1029 1031 0,57 0,33 0,43 0,39 0,27 0,48 0,41
B-felandreno 1029 1033 0,00 0,16 0,42 t t t 0,00
1,8-cineol 1031 1034 1,28 0,13 0,46 2,41 0,35 1,18 2,47
E-B-ocimeno 1050 1049 - 0,05 t 0,08 t 0,07 t
y-terpineno 1059 1061 3,79 5,22 2,02 4,83 3,34 531 5,99
terpinoleno 1088 1093 t t t t t t t
linalol 1098 1098 2,3 0,18 0,65 1,57 0,72 4,77 0,19
ipsdienol 1145 1146 - - - t t t
canfora 1146 1146 0,08 t 0,41 0,09 t 0,87 0,08
borneol 1169 1169 t t 1,11 0,06 - 0,72 t
terpinen-4-ol 1177 1178 0,96 0,69 0,66 0,71 0,43 0,58 0,75
a-terpineol 1188 1191 0,22 t t 0,32 t t 0,37
timol, éter
metilico 1235 1235 5,26 4,99 3,31 4,64 3,81 3,52 5,28
timol 1290 1291 3,21 2,40 3,69 13,30 15,37 2,07 2,79
carvacrol 1299 1303 46,53 50,44 46,61 32,31 40,68 39,24 47,30
acetato de
carvacrol 1376 1372 1,33 6,7 0,06 0,08 0,07 0,51 3,14
a-Copaeno 1376 1382 0,13 0,04 - t t t t
B-elemeno 1390 1397 - - - t t t t
E-cariofileno 1419 1423 1,26 0,59 6,87 4,88 7,56 6,02 1,91
aromadendreno 1441 1443 t 0,31 1,10 0,75 1,01 t 0,33
a-humuleno 1454 1457 0,25 0,05 0,89 0,40 0,41 0,47 0,24
germacreno D 1485 1487 0,19 t t 0,63 0,96 t t
viridifloreno 1496 1491 t 0,20 1,23 1,03 1,32 1,21 t
biciclogermacreno 1500 1497 0,08 0,59 1,81 1,57 2,67 2,40 0,91



63

espatulenol 1578 1580 0,14 0,11 0,70 0,72 1,09 1,14 0,31
Oxido de
cariofileno 1583 1586 0,71 0,23 1,92 1,44 1,70 1,40 0,44
viridiflorol 1592 1595 0,08 0,14 0,43 0,25 0,43 0,35 0,15
Porcentagem de monoterpenos 68,23 66,48 71,88 64,77 67,12 67,03 65,41
Porcentagem de sesquiterpenos 29,66 29,24 25,87 31,08 29,53 32,17 31,28
Total de compostos identificados 97,89 95,72 97,75 95,85 96,65 99,20 96,69

*t = tragos, - = auséncia do constituinte

Os acessos de JEQ, SSE e NIT apresentaram composi¢cdo do 6leo essencial rica em
monoterpenos, proximo ao quimiotipo C, descrito por Stashenko et al. (2010), tendo como
constituinte majoritario o timol, variando de 43,93 a 68,55% (Tabela 5). A ocorréncia do
timol como constituinte majoritario do 6leo essencial da espécie também foi reportada por
outros pesquisadores. Maia et al. (2005) encontraram esse quimiotipo em amostras da espécie
provindas de Roraima. Queiroz et al. (2014) encontraram resultado similar em espécimes
crescidos em Minas Gerais. Varios relatos mostram a abundante ocorréncia desse quimiotipo
na Coldmbia (ESCOBAR et al., 2010; STASHENKO et al., 2010; VICUNA et al., 2010).

O Oleo essencial produzido pela populacio de MUC teve como componente
majoritario o sesquiterpeno E-nerolidol com propor¢do de 59% (Tabela 5). O E-nerolidol
também foi um dos compostos majoritarios no quimiotipo que foi descrito por Ribeiro et al.
(2014), quando avaliavam a composi¢do quimica do 6leo essencial em individuos da espécie
originarios de Paraupebas no Para, na estacdo seca. Entretanto, a quantidade encontrada desse
composto foi menor (46,7%) e outros compostos encontrados por eles ndo foram encontrados
no 6leo essencial desse acesso, como o cinamato de metila e 1,8-cineol. O E-nerolidol
também foi encontrado em quantidade consideravel (23,6%) no 6leo essencial de L.

origanoides, segundo Maia et al. (2005).
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Tabela 5. indice de Kovats e percentual dos compostos identificados nos 6leos essenciais obtidos de populagdes
naturais de Lippia origanoides Kunth. coletadas nos Estados da Bahia e Pernambuco, classificados como
quimiotipo rico em timol e quimiotipo rico em E-nerolidol . Feira de Santana, Bahia, 2018.

Composto IKjit 1K calc Jequié Sento Sé  Nova ltarana  Mucugé
a-tujeno 939 929 0,38 0,19 0,66 -
a-pineno 939 937 0,42 0,32 0,81 1,54
canfeno 954 959 t t 083 t
sabineno 975 976 t t 0,29 t
B-pineno 979 980 0,06 t 0,26 0,10
B-mirceno 990 990 1,63 1,95 2,16 0,08
a-felandreno 1002 1005 t t - -
6-3-careno 1011 1012 t t - -
a-terpineno 1017 1018 0,39 0,27 0,60 -
p-cimeno 1024 1026 11,46 12,75 17,69 t
limoneno 1029 1031 0,33 0,42 0,70 t
B-felandreno 1029 1033 t t - t
1,8-cineol 1031 1034 3,07 t 3,09 t
Z-B-ocimeno 1037 1039 - - - 0,14
E-B-ocimeno 1050 1049 0,04 t - 0,94
y-terpineno 1059 1061 1,71 1,07 2,47 t
terpinoleno 1088 1093 - t 011 t
linalol 1098 1098 0,55 022 0,82 4,03
canfora 1146 1146 - t 0,69 t
borneol 1169 1169 014 t 1,11 t
terpinen-4-ol 1177 1178 0,70 0,65 0,85 t
a-terpineol 1188 1191 0,29 t 0,33 t
timol, éter metilico 1235 1235 5,09 4,18 2,51 t
timol 1290 1291 53,41 68,55 43,93 0,64
carvacrol 1299 1303 7,89 5,59 0,51 0,17
acetato de carvacrol 1376 1372 - 0,16 t -
a-Copaeno 1376 1382 - t 0,12 1,09
p-elemeno 1390 1397 - t 0,23 0,17
E-cariofileno 1419 1423 4,61 0,94 5,53 5,36
(E)-p-farneseno 1456 1458 - - - 4,40
aromadendreno 1441 1443 0,69 t 0,94 -
aromadendrano,
dehidro 1462 1465 - . - 0,45
a-humuleno 1454 1457 0,40 t 0,69 -

germacreno D 1485 1487 t t - 3,97
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viridifloreno 1496 1491 0,31 t 0,53
biciclogermacreno 1500 1497 0,97 t 1,92 2,51
elemenol 1549 1556 - - - 1,91
E-nerolidol 1563 1570 - t - 59,0
espatulenol 1578 1580 0,53 0,07 1,12 1,08
oxido de cariofileno 1583 1586 2,46 1,10 4,40 1,10
viridiflorol 1592 1595 033 0,07 035 0,56
guaiol 1600 1602 - - 0,50 0,38
y-eudesmol 1632 1635 - - - 0,46
eudesmol, dihidro 1662 1661 - - - 1,19
cubenol 1646 1647 - - - 0,63
(2Z,6E)-farnesol 1723 1720 - - - 1,62
Porcentagem de monoterpenos 69,44 66,57 63,47 51,67
Porcentagem de sesquiterpenos 25,25 31,95 33,24 41,82
Total dos compostos identificados 94,69 98,52 96,71 93,49

*t — tragos, - auséncia do constituinte

Os demais acessos apresentaram 6leos essenciais com composi¢do quimica que ndo se
enquadra em nenhum dos quimiotipos conhecidos da espécie (Tabela 6). Os acessos de JER,
PAL e RCO apresentaram 0leo essencial tendo como constituinte majoritario o sesquiterpeno
E-cariofileno (15,46 — 34,1%). A ocorréncia desse composto nos 6leos essenciais produzidos
por L. origanoides € comum, embora nem sempre como majoritario. Tozin et al. (2015)
encontraram individuos da espécie que apresentaram Oleo essencial rico em E-cariofileno,
entretanto, na maioria dos individuos analisados o a-humuleno, &-cadineno, y-selineno e 7-
epi-a-selineno também foram encontrados em proporcdes consideraveis ou a porcentagem do
E-cariofileno era muito elevada, diferindo dos acessos encontrados nesse estudo. Apesar de
apresentarem 0 mesmo composto majoritario a colocacdo das trés populacbes no mesmo
qguimiotipo € incerta, pois a propor¢do de E-cariofileno € muito variavel, e os demais
constituintes apresentam muita discrepancia. O monoterpeno a-pineno é o segundo
constituinte majoritario dos 0Oleos essenciais oriundos de JER e PAL (12,50 - 14,92%),
enquanto é apenas um traco no 6leo essencial obtido na populacdo de RCO. A maior
proporcao dos sesquiterpenos germacreno-D, biciclogermacreno, espatulenol e 6xido de
cariofileno na composicdo do 6leo essencial da populacdo coletada em RCO é outra

divergéncia.
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O 6leo essencial oriundo da populagdo de QUI teve como constituinte majoritario o
carvacrol (20,40%), mas a propor¢do apresentada desse constituinte ndo é suficiente para
enquadrar essa populacdo como pertencente ao quimiotipo B (STASHENKO et al., 2010).
Além disso, essa populacdo apresentou grande proporcéo do monoterpeno oxigenado canfora
(17,02%) e do monoterpeno canfeno (8,46%) que ocorrem em quantidades baixissimas nas
demais populacdes (Tabela 6).

A populacdo de MCH apresentou 6leo essencial rico nos sesquiterpenos elemenol
(29,97%) e eudesmol, dihidro (20,72%) (Tabela 6). Apesar de apresentar 6leo essencial com
grande proporcdo de sesquiterpenos, o contistuinte majoritario do dleo essencial provindo da
amostra de UTI tem como constituinte majoritario o monoterpeno oxigenado linalol
(81,76%), diferindo das demais composi¢des quimica conhecidas da espécie (Tabela 6). Por
fim, a populacido de SBR apresentou 0leo essencial tendo o monoterpeno oxigenado acetato
de linalol (70,62%) como constituinte majoritario (Tabela 6).

Apesar de ndo serem conhecidos na literatura cientifica quimiotipos de L. origanoides
gue tenham essas substancias como majoritarias na composicao dos 0leos essenciais (canfora,
elemenol, linalol e acetato de linalol), a ocorréncia deles em menores quantidades no éleo
essencial de L. origanoides e de outras espécies do género € comum, como em Lippia alba
(Mill.) N. E. Brown e Lippia javanica (Burm.) Spreng (MAIA et al., 2005; TAVARES et al.,
2005; VILJOEN et al., 2005; TOZIN et al., 2015).
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Tabela 6. indice de Kovats e percentual dos compostos identificados nos 6leos essenciais obtidos de populagdes
naturais de Lippia origanoides Kunth. coletadas nos Estados da Bahia e Pernambuco, que ndo se enquadram
entre os quimiotipos ja descritos. Feira de Santana, Bahia, 2018.

Morro
Composto IKjit 1K Quixabeira Jeremoabo Palmeiras Riode Contas Santa Brigida Utinga do

Chapéu
a-tujeno 931 929 0,21 t t 0,82 t - t
a-pineno 939 937 0,85 12,50 14,92 t 5,58 04 4,18
canfeno 954 959 8,46 1,16 t t t t t
sabineno 975 976 0,19 0,16 0,25 t t t 0,27
B-pineno 979 980 0,77 0,68 2,54 t 0,25 t 1,08
B-mirceno 990 990 1,99 1,38 0,22 t 0,35 t t
a-felandreno 1002 1005 - 3,25 t t t - t
6-3-careno 1011 1012 - 3,94 t t 0,06 - t
a-terpineno 1017 1018 0,66 3,40 t t t - t
p-cimeno 1024 1026 8,41 2,99 0,55 t 1,41 - t
limoneno 1029 1031 2,87 0,45 1,02 t 0,41 t 0,37
p-felandreno 1029 1033 - 1,74 t t t - t
1,8-cineol 1031 1034 2,96 - t t t - 0,30
Z-B-ocimeno 1037 1039 - - - 0,49 - 0,09 -
E-p-ocimeno 1050 1049 t t 1,72 t 0,54 0,31 t
g-terpineno 1059 1061 2,93 2,61 t t 1,49 - t
terpinoleno 1088 1093 0,85 1,42 - t - - t
linalol 1098 1098 0,91 0,93 0,57 0,68 0,55 81,76 0,30
canfora 1146 1146 17,02 t 0,23 t t - t
borneol 1169 1169 4,02 t 0,18 t t - t
terpinen-4-ol 1177 1178 0,42 0,34 0,27 t t - t
a-terpineol 1188 1191 0,25 043 - t t - t
timol, éter
metilico 1235 1235 1,72 t t t 0,20 - t
acetato de
bornila 1288 1287 - 0,19 - - - - 0,36
neral 1238 1240 - - - - 0,32 - -
acetato de

1257 1259 - 0,24 - - 70,62 - -

linalol
geranial 1267 1269 - 0,49 - - - - -
timol 1290 1291 0,96 2,10 6,73 1,14 t - 0,94
carvacrol 1299 1303 20,40 - 0,89 0,31 1,30 - 0,92
acetato de
carvacrol 1376 1372 t 0,88 t - - - t
a-Copaeno 1376 1382 0,47 - 2,53 2,04 1,05 0,23 0,71
B-copaeno 1432 1432 - - - 0,93 - - 0,25
B-elemeno 1390 1397 0,55 - 1,13 - - 0,46 0,41

E-cariofileno 1419 1423 6,62 34,1 18,97 15,46 4,41 3,26 13,56
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B-gurgujeno 1433 1434 0,98
aromadendreno 1441 1443 0,71 t 0,70 t
aromadendrano,
dehidro 1462 1465 0,24 0,08
amorfa-4,7(11)-
dieno 1481 1481 0,21 0,07
a-humuleno 1454 1457 0,59 4,34 1,30 1,38 0,99 0,47 2,58
allo-
aromadendreno 1460 1463 1,69 1,88
y-muuroleno 1479 1480 0,68 1,72 2,54
germacreno D 1485 1487 0,49 0,75 6,99 10,57 1,99 1,94
viridifloreno 1496 1491 1,18 2,54 0,50
biciclogermacre
no 1500 1497 5,17 55 7,08 1,56 1,61 1,62
5-cadineno 1523 1526 4,98 0,97
elemenol 1549 1556 0,65 t 2,54 29,97
E-nerolidol 1563 1570 0,20 t
espatulenol 1578 1580 1,37 1,17 3,69 8,29 0,44 0,83 0,56
oxido de
cariofileno 1583 1586 1,00 0,48 6,21 9,44 0,44 1,15 1,83
viridiflorol 1592 1595 0,67 1,06 1,25 2,22 0,18 t 0,30
guaiol 1600 1602 t 0,94 t 1,75
y-eudesmol 1632 1635 5.92
eudesmol,
dihidro 1662 1661 0,69 1,02 3,55 1,38 20,72
cubenol 1646 1647 3,02 1,26 0,21
Porcentagem de
monoterpenos 63,32 63,35 49,59 43,68 68,14 36,28 58,07
Porcentagem de
sesquiterpenos 31,66 24,36 36,65 33,20 24,52 60,46 35,73
Total de compostos
identificados 94,98 87,71 86,24 76,88 92,66 96,74 93,80

*t — tragos, - auséncia do constituinte

Devido a complexidade apresentada na composi¢do quimica dos Oleos essenciais

obtidos dos acessos de L. origanoides foram utilizadas técnicas de estatistica multivariada

como a analise de componentes principais (ACP) e agrupamento pelo método Ward para

melhor compreensdo dos resultados.

Devido a grande variacdo na composicdo dos 6leos

essenciais obtidos nesse estudo, com elevado niimero de varidveis nulas foram excluidos das

analises 0os compostos com valores nulos e de baixa contribuicdo, utilizando-se o critério de

KMO. Apoés a selecdo dos compostos adequados, os compostos o-pineno, -mirceno, p-
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cimeno, y-terpineno, terpinen-4-ol, carvacrol, E-cariofileno, biciclogermacreno, espatulenol,
oxido de cariofileno e viridiflorol foram utilizados para fazer a andlise de componentes
principais (ACP).

Dessa forma, verificou-se que os dois primeiros componentes principais (CP1 e CP2)
foram responsaveis por 76,02% da variacdo total dos compostos quimicos da L. origanoides,
em que o primeiro componente principal (CP1) foi responsavel por 55,66% e o segundo
componente principal (CP2), por 20,36% das variagdes dos dados. Portanto, os dois primeiros
componentes principais resumem efetivamente a variancia amostral total e faz-se necessario
apenas a utilizagdo destes para o estudo do conjunto de dados. O CP1 esta representado pelos
compostos biciclogermacreno, viridiflorol, espatulenol e 6xido de cariofileno. Enquanto o
CP2 esta representado pelo espatulenol, 6xido de cariofileno, viridiflorol, biciclogermacreno e

p-cimeno (Figura 5).
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Figura 5. Ordenacdo dos componentes pela Anélise de Componentes Principais (ACP), gerada a partir de 11
variaveis obtidas da andlise quimica dos 6leos essenciais oriundos de 18 acessos de Lippia origanoides Kunth.
coletados nos Estados da Bahia e Pernambuco. Feira de Santana, 2018.
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De acordo com a andlise dos componentes principais foi possivel observar a
proximidade de acessos com a composicao quimica mais parecida. No primeiro quadrante, de
forma esparsa, ficaram os acessos RCO e PAL, ambos com o cariofileno como composto
majoritario, entretanto, a maior distancia observada do acesso de RCO deve-se a baixa
quantidade de a-pineno, fato que aproxima mais o acesso de PAL do acesso de JER (Figura
5). No segundo quadrante, formando um grupo coeso, ficaram 0s acessos ricos em carvacrol
(SLU, RJA, TUC, CNO, STE, SBA) e 0 acesso de NIT. Apesar de ndo possuir grande
quantidade de carvacrol, o acesso de NIT apresentou valores de p-cimeno ¢ y-terpineno mais
préximos desses acessos (Figura 5). No terceiro quadrante ficaram 0s acessos ricos em timol
(SSE e JEQ) e o0 acesso de QUI. Provavelmente, o acesso de QUI ficou separado dos demais
acessos ricos em carvacrol por apresentar menor valor deste composto, bem como de p-
cimeno, y-terpineno assemelhando-se mais aos acessos SSE e JEQ. Os demais acessos
formaram um grupo no quarto quadrante. Esses acessos possuem semelhancas na auséncia ou
baixa propor¢cdo dos compostos carvacrol, p-cimeno, terpinen-4-ol, y-terpineno e f-mirceno,
alem de todos apresentarem E-cariofileno no 6leo essencial, alguns em maior quantidade
como o acesso de JER e outros em menor quantidade como o acesso de UTI (Figura 5).

Com base nos mesmos compostos que foram utilizados na ACP foi feita uma analise
de agrupamento baseando-se no método Ward (Figura 6). No dendrograma foram formados
cinco grupos, onde a distribuicdo dos acessos apresentou semelhancas ao que foi visto na
ACP, entretanto, possibilitou maior clareza na distribuicdo dos acessos. O primeiro grupo foi
composto pelos acessos ricos em timol (NIT, SSE, JEQ) e pelo acesso de QUI, que é rico em
canfora. A proximidade desse acesso aos demais do grupo se deve aos valores parecidos de
alguns compostos ndo majoritarios, como ja citado acima. O segundo grupo abarcou todos 0s
acessos ricos em carvacrol (SLU, RJA, CNO, STE, SBA). O terceiro segmento foi formado
apenas pelo acesso de RCO que é rico em E-cariofileno. No quarto grupo ficaram os acessos
de MUC, UTI, MCH e SBR, que sdo agrupados pela baixa quantidade dos compostos
carvacrol, p-cimeno, terpinen-4-ol, y-terpineno e B-mirceno. O ultimo grupo foi formado

pelos acessos oriundos de PAL e JER, que sdo ricos em E-cariofileno e a-pineno.
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Figura 6. Dendrograma formado pelo método Ward, com base na distancia Euclidiana, gerada a partir de 11
variaveis obtidas da andlise quimica dos éleos essenciais oriundos de 18 acessos de Lippia origanoides Kunth.
coletados nos Estados da Bahia e Pernambuco. Feira de Santana, 2018.

Apesar de alguns compostos majoritarios nao terem entrado na ACP e na andlise de
agrupamento pelo método Ward, a formacdo dos grupos foi muito parecida com a
discriminacdo sugerida com base nos compostos majoritarios. Portanto, diante dos resultados
obtidos, tanto a partir dos dados gerais quanto das analises estatisticas, sugere-se a separagdo
dos 18 acessos de L. origanoides em: 1) quimiotipo rico em carvacrol (SLU, RJA, CNO, STE,
SBA); 2) quimiotipo rico em timol (SSE, JEQ e NIT); 3) quimiotipo rico em canfora (QUI);
4) quimiotipo rico em E-cariofileno (RCO); 5) quimiotipo rico em E-cariofileno e a-pineno
(PAL e JER); 6) quimiotipo rico em E-nerolidol (MUC); 7) quimiotipo rico em elemenol
(MCH); 8) quimiotipo rico em acetato de linalol (SBR) e 9) quimiotipo rico em linalol (UTI).
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3.3.3 Relag&o entre as caracteristicas ambientais e a diversidade quimica

Além da predisposicdo genética, diferencas na composicdo dos Oleos essenciais de
uma espécie podem ser resultado da plasticidade fenotipica, que varia de acordo com 0s
fatores ambientais e edaficos do local de coleta da planta (SARRAZIN et al., 2015). Os
estimulos decorrentes do ambiente podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a
biossintese de diferentes compostos. Pesquisas publicadas mostram que a composi¢do do 6leo
essencial de L. origanoides apresentou variacdes em razdo de alteracbes nos compostos
quimicos dos solos e de fatores ambientais (TELES et al., 2014a; MARTINEZ-NATAREN et
al., 2014; DELGADO-OSPINA et al.,, 2015). Dessa forma, feita a ACP com os dados
fitoquimicos e verificado que o CP1 representa mais de 50% da variacdo, optou-se pelo uso
deste para fazer a analise univariada e correlagdo de Pearson com as variaveis ambientais
mensuraveis e as variaveis edaficas, com a finalidade de avaliar a influéncia dessas variaveis

sobre a composicdo quimica do 6leo essencial dos diferentes acessos (Tabela 7).
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Tabela 7 - Correlacdo de Pearson do primeiro componente principal (CP1) com as variaveis ambientais e
edaficas (pH em agua, P — fosforo, K — potassio, Ca - célcio, Mg — magnésio, Al — aluminio, H_Al - acidez
trocavel, Na — sodio, SB - soma de bases trocaveis, CTC - capacidade de troca cati6nica, V- saturagao por bases,
MO - matéria organica) obtidas nos sitios de coleta dos 18 acessos de Lippia origanoides Kunth. coletados nos
Estados da Bahia e Pernambuco. Feira de Santana, 2018.

Variaveis Ambientais Coeficiente de Pearson
CP1 - Temperatura 0,31
CP1 - Pluviosidade -0,21
CP1 - Altitude -0,42

Variaveis Edaficas Coeficiente de Pearson
CP1 - pH - 0,40
CP1-P -0,16
CP1-K -0,41
CP1-Ca - 0,36
CP1 - Mg - 0,46
CP1 - Al 0,71
CP1-H_AI 0,44
CP1 - Na - 0,36
CP1-SB -0,40
CP1-CTC -0,21
CP1-V - 0,62
CP1- MO 0,36

*Valores-padrdo para interpretacdo do coeficiente de Pearson - 0,0 a 0,3 correlacdo desprezivel; 0,3 a 0,5
correlagdo fraca; 0,5 a 0,7 correlagdo moderada; 0,7 a 0,9 correlagdo forte; 0,9 > correlagdo muito forte.

Os resultados da andlise de correlacdo das variaveis ambientais estdo representados
por coeficientes de correlacdo de Pearson muito baixos, tanto positivamente quanto
negativamente, mostrando que os compostos quimicos ndo foram influenciados por estas
condicBes. Quanto as variaveis edaficas, a maior parte também apresentou coeficientes
baixos, indicando que ndo existe correlacdo entre elas e 0s compostos do CP1. Entretanto, as
varidaveis Al e saturacdo de bases apresentaram coeficientes que indicam uma correlacao
moderada com a composicdo quimica dos 6leos essenciais, sendo de natureza positiva para a
concentracdo de Al e negativa para a variavel saturacao de bases.

Diante dos resultados, pode-se inferir que a variacdo encontrada na composigao

quimica dos Oleos essenciais dos 18 acessos de L. origanoides sofre certa influéncia pela
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concentracdo de Al e valor de saturacdo de bases, com maior ocorréncia de quimiotipo ricos
em carvacrol e timol em locais com solos menos &cidos e mais férteis, enquanto outros
quimiotipos da espécie foram encontrados em sitios com maior acidez e menor fertilidade.
Dessa forma, a producdo diferenciada dos éleos essenciais dos acessos de RCO, PAL, JER,
UTI e MCH, possivelmente, pode ser em funcdo da concentragdo da saturacdo de bases que
ocorrem nos solos desses sitios. Um solo que apresenta baixo valor de saturacdo de bases
significa que existe uma maior adsorcdo de Al e H e quantidades menores dos cations basicos
Ca, Mg e K, adsorvidos nos coloides do solo (BRADY e WEIL, 2012).

Todavia, a correlagdo dessas duas variaveis edaficas (Al e saturacdo de bases) ndo é o
Unico fator determinante na composic¢do quimica dos éleos essenciais da espécie, visto que 0s
acessos de MUC, SBR e QUI ocorreram em locais com baixas concentragfes de Al e maiores
valores de saturacdo de bases e mesmo assim apresentaram 0leos essenciais com composi¢cdo
quimica diferenciada, indicando que a diversidade quimica pode ser ocasionada por outros
fatores externos que ndo foram avaliados, como defesa contra herbivoria, e pela variagcéo
genética da espécie. No estudo com L. origanoides feito por Tozin et al. (2015) a composicao
quimica do 06leo essencial de individuo crescido nas proximidades de uma col6nia de formigas
apresentou o 1,8-cineol como constituinte majoritario, diferindo da composicdo quimica
encontrada no 0Oleo essencial dos demais individuos analisados, possivelmente essa variagéo
foi ocasionada pelo ataque das formigas, visto que essa substéncia € toxica para insetos,
evidenciando a influéncia da herbivoria sobre a variacdo quimica da espécie. Outros estudos
com L. origanoides que avaliaram a influéncia climatica sobre a ocorréncia de quimiotipos da
espécie também sugerem que esses perfis quimicos sdo diretamente influenciados pela
variabilidade genética na espécie, ndo sendo apenas resultado de adaptacbes da espécie a
ambientes distintos (VEJA-VELA et al., 2013; MARTINEZ-NATAREN et al., 2014).

Todavia, 0s pesquisadores afirmam que mais estudos sobre diversidade genética
relacionada a variacdo fitoquimica sdo necessarios para compreender como a influéncia
genética, conjuntamente com os estimulos ambientais, determinam a quantidade e a qualidade
do 6leo essencial nesta espécie economicamente importante (MARTINEZ-NATAREN et al.,
2014). O cultivo padronizado de acessos e posterior analise da composicdo quimica dos 6leos
essenciais tem sido um auxilio para indicar quando a diversidade genética é a causa principal
da variacdo fitoquimica. Um estudo desse tipo seria indicado para avaliar com clareza as

causas da diversidade quimica encontrada nos acessos de L. origanoides.
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Os resultados obtidos neste estudo, além de aumentar o conhecimento acerca da
espécie, poderdo auxiliar na implantacdo de colecbes de germoplasma de L. origanoides, visto
que conservar corretamente o germoplasma de uma espécie depende de uma série de fatores,
sendo o estabelecimento de locais de coleta que tenham material diferenciado da espécie um
fator imprescindivel. Por tratar-se de uma espécie aromatica, a utilizacdo de L. origanoides
esta relacionada com a producdo e composicao dos 6leos essenciais sintetizados. Dessa forma,
pode-se afirmar que os sitios de QUI, PAL, JER, MUC, MCH, SBR e UTI séo locais
promissores para obtencdo de germoplasma da espécie.

Apesar das varidveis ambientais avaliadas (altitude, pluviosidade e temperatura) ndo
estarem diretamente relacionadas com a composicdo quimica dos 6leos essenciais, esse
conhecimento, juntamente com a ocorréncia da espécie quanto ao bioma, vegetacdo, clima e
classificagé@o de solo, também pode ser Util para a conservagdo de germoplasma. Por meio dos
dados ambientais levantados é possivel fazer predicdes que indiquem outros locais de
ocorréncia espontanea da espécie, aumentando as chances de coletas de germoplasma bem-
sucedidas (BOLDT, 2014). Quanto ao cultivo da espécie, apesar da analise quimica do solo
mostrar que a espécie possui plasticidade suficiente para sobreviver em solos com oferta
nutricional variavel, a influéncia da concentracdo de Al e valores de saturacdo de bases na
diversidade quimica é um incentivo para a efetuacdo de estudos com diferentes niveis/tipos de
calagem e adubacao na espécie, com a finalidade de obter éleos essenciais com a composi¢édo

quimica desejada.

3.4 Conclusao

O estudo mostrou que Lippia origanoides Kunth. na area percorrida ocorre
predominantemente em locais aridos e quentes, pertecentes ao bioma Caatinga, em areas
antropizadas com solos mal drenados e intemperizados. Os 0Oleos essenciais obtidos das
diferentes populacdes apresentaram composicdo quimica bastante variada, sendo identificados
0s quimiotipos ricos em carvacrol, timol e E-nerolidol, jA reportados para a espécie.
Entretanto, foram encontrados Oleos essenciais que apresentaram altas porcentagens de
canfora, elemenol, E-cariofileno, linalol e acetato de linalol, podendo indicar a ocorréncia de

novos quimiotipos para L. origanoides.
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Considerando os fatores estudados, pode-se inferir que a variagdo na composicéo
quimica dos 6leos essenciais resulta das diferentes condicGes edéficas em que a espécie
ocorre, com énfase para a concentracao de aluminio e saturacdo por bases.

As informagdes acerca dos perfis quimicos apresentados indicam que 0S acessos
oriundos de Quixabeira, Palmeiras, Jeremoabo, Mucugé, Morro do Chéapeu, Santa Brigida e
Utinga sdo areas prioritarias para a conservacao e coleta de germoplasma de L. origanoides,
com o intuito de preservar a diversidade genética da espécie.
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4 CAPITULO I

Caracterizacdo morfo-agronémica de diferentes genotipos de Lippia origanoides Kunth.

coletados no Estado da Bahia, Brasil
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Caracterizacdo morfo-agrondmica de diferentes genotipos de Lippia origanoides Kunth.
coletados no Estado da Bahia, Brasil

Emily Ver6nica Rosa da Silva Feijo; Vanessa Chaves de Franca; Lenaldo Muniz de Oliveira;
Tania Regina dos Santos Silva

RESUMO - A espécie Lippia origanoides Kunth. tem se destacado pelo grande nimero de
propriedades medicinais comprovadas cientificamente, sendo as acgbes antimicrobiana,
antiviral e antioxidante as mais conhecidas. Entretanto, pouco tem sido feito visando a
conservacdo da especie, que tem sido obtida unicamente pelo extrativismo. O objetivo desse
trabalho foi caracterizar 12 acessos da espécie coletados em diferentes regibes no Estado da
Bahia, através de descritores morfo-agronémicos, com a finalidade de avaliar a divergéncia
genética existente entre eles e indicar 0s acessos mais promissores para a producédo de 0Oleo
essencial. Apds o cultivo por seis meses, foram avaliadas as seguintes caracteristicas
morfologicas: cor do caule (CC), folhas (CF), sépalas (CS) e pétalas (CP), formato da base
foliar (FBF), formato do limbo foliar (FLF), formato do apice foliar (FAF), altura das plantas
(AL), largura da copa (LC), area foliar (AF), comprimento (CF) e largura das folhas (LF) e a
relacdo entre as duas variaveis (C/L). Massa foliar fresca (MFF), massa foliar seca (MFS),
teor de dleo essencial (TOE) e rendimento de dleo essencial (ROE), foram as caracteristicas
agrondmicas avaliadas. Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica
univariada (Teste de Scott-Knot, 5%) e multivariada (Agrupamento UPGMA e Andlise das
Variaveis Canonicas). Os resultados mostraram variacbes nas caracteristicas morfologicas
qualitativas, como coloracdo das pétalas e formato foliar, bem como diferencas significativas
para as variaveis quantitativas, como CF, LF, C/L, AF, MFF, MSF, TOE e ROE. As técnicas
multivariadas utilizadas permitiram separar 0s acessos em quatro grupos distintos de acordo
com a proximidade geografica dos locais de origem. Os acessos Sento Sé, Jaguarari e Tucano
sdo indicados para uso em programas de melhoramento genético da espécie, visando o

aumento da producao de 6leo essencial.

Palavras-chave: Plantas Medicinais e Aromaticas. Verbenaceae. Divergéncia Genética.
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Morpho-agronomic characterization of different genotypes of Lippia origanoides Kunth.

collected in the State of Bahia, Brazil

Abstract - The species Lippia origanoides Kunth. has distinguished itself for its large number
of scientifically proven medicinal properties. However, few studies have been done focusing
on the conservation of this species, which has been obtained exclusively through extraction.
The objective of this project was to characterize 12 accessions of the species collected in
different regions in the state of Bahia, through morpho-agronomic descriptors, with the goal
of evaluating the genetic divergence that exists between them and indicate the most promising
accessions. After cultivation, the following morphological characteristics were evaluated:
color of the stalk (CC), leaves (CF), sepals (CF), and petals (CP) of the flowers, the format of
the leaf base (FBF), the format of the leaf limb (FLF), the format of the leaf apex (FAF), the
height of the plants (AL), the width of the cup (LC), the foliar area (AF), the length (CF) and
width of the leaves (LF) and the relation between the two variables (C/L). The fresh foliar
mass (MFF), dry foliar mass (MFS), essential oil content (TOE) and essential oil yield (ROE),
were the agronomic characteristics evaluated. The results show variations in the qualitative
morphological characteristics, such as coloration of petals and leaf format, as well as
significant differences in the variables CF, LF, C/L, AF, MFF, MSF, TOE, e ROE. In the
multivariate techniques used, the accessions were divided in four distinct groups in
accordance with the geographic proximity. The accessions Sento Se, Jaguarari and Tucano

presented elevated production of essential oil.

Key Words: Essential Oil. Genetic Divergence. Medicinal and Aromatic Plants.
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4.1 Introducéo

Lippia origanoides Kunth. € um arbusto muito ramificado que ocorre no Brasil, do
Maranhdo até Minas Gerais, na maioria das vezes em areas de solos pedregosos e compactos
(SALIMENA-PIRES e GIULIETTI, 1998). Essa planta se destaca pela elevada producdo de
6leo essencial, sendo considerada uma espécie aromatica (RIBEIRO et al., 2014). Além disso,
a composicao quimica de 6leo essencial na espécie é bastante diversificada, diferenciando-se
em quimiotipos que variam de acordo com 0s componentes majoritarios do dleo essencial,
sendo 0s mais comuns aqueles que possuem o carvacrol e timol como constituintes
majoritarios (STASHENKO et al., 2010). O 6leo essencial produzido pela espécie teve varias
acOes comprovadas cientificamente, como a acdo antimicrobiana (BITTARA et al., 2009;
ESCOBAR et al., 2010), antiviral (MENESES et al., 2009), antioxidante (ARANGO et al.,
2012) e repelente (NERIO et al., 2009).

Apesar do grande potencial farmacologico e econdmico de L. origanoides, sua
exploracdo tem sido realizada de forma extrativista e artesanal (SILVA et al., 2015), o que
tem levado a perda da variabilidade genética da espécie, sendo necessarias medidas que visem
a conservacdo e o desenvolvimento de formas mais sustentaveis de exploracéo.

A etapa de avaliacdo da variabilidade genética de uma espécie, seja dos materiais
contidos em bancos de germoplasma ou de amostras de populacGes naturais, é extremamente
importante para estabelecer estratégias de conservacao, organizacao das colec@es e no uso em
programas de melhoramento (NASS, 2007). Todavia, sem a correta classificacdo e
conhecimento desta variabilidade e da diversidade existente nas cole¢bes a utilidade do
germoplasma é minima (FIGUEIREDO NETO et al., 2004).

A caracterizacdo do germoplasma pode ser realizada por meio do emprego de
caracteres fenotipicos (agrondémicos e morfoldgicos), uso de marcadores moleculares, entre
outras formas (VIEIRA et al., 2008). Geralmente, a caracterizacdo morfo-agronémica é
realizada inicialmente, para avaliar a existéncia de variabilidade entre os diferentes acessos.
Busca-se descrever os diversos acessos de uma espécie utilizando como descritores
caracteristicas de interesses, tais como: a cor do caule, folhas, nervuras foliares, sépalas e
pétalas das flores, inicio de floracdo, altura de planta, largura e formato da copa, comprimento
e largura das laminas foliares, relacdo comprimento/largura, producdo de frutos/planta,

producéo de plantas/ha, producédo de 6leo/ha, entre outros (OLIVEIRA et al., 2008).
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Através da caracterizacdo de acessos € possivel observar se existe divergéncia genética
entre os individuos analisados. Os estudos de divergéncia genética sdo importantes para o
conhecimento da variabilidade genética das populacdes e, consequentemente, auxiliar no
monitoramento de bancos de germoplasma e na obtencdo de dados Uteis para uso e
conservacao dos recursos genéticos vegetais (CRUZ e CARNEIRO, 2006; TOQUICA et al.,
2003).

Diversos trabalhos que avaliam a divergéncia genética através de descritores morfo-
agrondmicos tém sido desenvolvidos com espécies medicinais, e os resultados encontrados
sdo promissores. Castro et al. (2011) encontraram divergéncia genética entre os acessos de
Ageratum conyzoides L. oriundos de diferentes regides de Tocantins. Do mesmo modo,
Mariot et al. (2008) verificaram ampla variabilidade fenotipica entre acessos das espeécies
Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reissek e Maytenus aquifolium Mart., para todos os caracteres
avaliados. Espécies pertencentes ao género Lippia L. também tem apresentado variabilidade
fenotipica, como foi observado nos trabalhos de caracterizacdo morfo-agrondmica entre
acessos de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (JANNUZZI et al., 2010; CAMELO et al., 2011).

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi caracterizar 12 acessos de L.
origanoides que formam a colecdo de germoplasma da espécie na Universidade Estadual de
Feira de Santana, atraves de descritores morfologicos e agrondmicos, e avaliar a divergéncia

genética entre eles.
4.2 Materiais e métodos
4.2.1 Coleta e formacéo da colecdo de germoplasma da espécie

As expedicdes de coleta foram realizadas no ano de 2014 em municipios do Estado da
Bahia, a partir de levantamentos realizados em Herbarios. Apds a localizacdo das populacdes
foram coletados cinco individuos escolhidos aleatoriamente em cada populacdo (Tabela 1).
Os individuos foram transplantados para vasos plasticos com capacidade para 5 litros,
preenchidos com solo extraido do préprio local da coleta, envoltos em sacos plasticos e
transportados para o Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS),
Feira de Santana, Bahia, Brasil. Em seguida, foram mantidos em casa de vegetacdo com rega
constante até o pleno desenvolvimento. Foram coletados individuos de 19 popula¢6es naturais
de L. origanoides, entretanto, apenas doze acessos foram cultivados com sucesso, formando o

banco de germoplasma da espécie (Tabela 1).
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Tabela 1. Municipio de origem, sigla de identificacdo, coordenadas geograficas, altitude dos sitios de coleta dos
12 acessos da colecdo de germoplasma de Lippia origanoides Kunth. Feira de Santana, Bahia, 2018.

Municipio/Estado Sigla de Longitude Latitude Altitude
identificacéo O) (S) (m)
Santa Terezinha/BA STE 39°32'14,8" 12°35'46,8" 140
Jequié¢/BA JEQ 40°03'28,6"  13°45'54,0" 346
Nova Itarana/BA NIT 39°56'05,6"  12°58'22,0" 526
Quixabeira/BA QuUI 40°07'39,1"  11°20'03,9" 396
Riachdo do Jacuipe/BA RJA 39°26'12,6"  11°46'54,6" 193
Santa Brigida/BA SBR 38°15'43,9"  09°50'16,4" 397
Jaguarari/BA JAG 40°13'58,0"  10°05'20,4" 543
Santa Barbara/BA SBA 38°58'15,5"  12°01'04,5" 270
Santaluz/BA SLU 39°24'50,0"  11°12'30,4" 348
Sento Sé/BA SSE 41°53'06,0"  09°44'45,0" 400
Jeremoabo/BA JER 38°17'54,4"  10°13'35,7" 227
Tucano/BA TUC 38°49'23,7"  11°01'25,5" 354

4.2.2 Propagacao

ApoOs 12 meses de cultivo as plantas matrizes foram propagadas vegetativamente,
através de estaquia caulinar, buscando assegurar as caracteristicas genéticas de cada acesso.
Foram utilizadas estacas apicais com aproximadamente 10 cm de comprimento, que tiveram
sua parte basal embebidas em solucdo de AIB (278mg/L), durante 24 horas, segundo a
metodologia de Silva (2012) (Figura 1A). O plantio foi realizado em bandejas de poliestireno
expandido de 200 ceélulas, preenchidas com vermiculita e substrato Biomix, na proporcéo de
1:1. As mudas permaneceram sob nebulizacdo intermitente com intervalos de 3 horas e
duracdo de 3 minutos e ap0s o enraizamento, aproximadamente um més depois do plantio, as
mudas foram transplantadas para copos descartaveis com volume de 200 ml (Figura 1B),
preenchidos com vermiculita e substrato Biomix (1:1). Decorridos 60 dias nessas condicoes,
as mudas foram transplantadas para o local definitivo do experimento (Figura 1C).

O experimento foi realizado no Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de
Santana entre Setembro de 2015 e Fevereiro de 2016. As mudas foram plantadas em covas
com dimensdes de 20 x 20 x 20 cm, em espacamento de 2,0 m entre linhas e 1,0 m entre

plantas, totalizando uma area de 264 m?. O solo do plantio foi preparado previamente com
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capina e adubacdo, adicionando-se 0,5 L de esterco bovino curtido por cova. Posteriormente
ao plantio, realizou-se irrigacdo em dias alternados e capinas manuais, sempre que necessario.
O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com trés repeticdes, e

quatro plantas por repeticdo, totalizando 12 plantas por acesso, sendo que cada acesso foi

considerado um tratamento.

Figura 1. Etapas da propagagao e plantio dos acessos da espécie Lippia origanoides Kunth: A) Estacas apicais
utilizadas na propagagao das plantas matrizes. B) Mudas mantidas na casa de vegeta¢do. C) Muda transplantada
para o local definitivo do experimento. D) Plantas com seis meses de idade, apds o plantio em local definitivo.
Feira de Santana, Bahia, 2018.

4.2.3 Caracterizacdo morfo-agronémica

Aproximadamente 180 dias ap0s o transplante, quando as plantas estavam em pleno
florescimento, foram avaliadas as caracteristicas morfologicas e agrondmicas dos 12 acessos
de L. origanoides. As caracteristicas morfoldgicas qualitativas avaliadas foram: cor do caule
(CC), folhas (CF), sépalas (CS) e pétalas (CP), formato da base foliar (FBF), formato do
limbo foliar (FLF), formato do apice foliar (FAF), de acordo com Vidal & Vidal (2006). Na
avaliagdo das caracteristicas foliares, qualitativas e quantitativas, determinou-se a coleta de
uma folha por planta de cada acesso, totalizando doze folhas por acesso, retiradas sempre da
base do quarto nd, a partir do apice caulinar.
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Também avaliou-se caracteristicas morfologicas quantitativas, como altura das plantas
(AL) e largura da copa (LC), medidas com auxilio de uma trena milimétrica, area foliar (AF),
através de um medidor eletrdnico LI-3100C, comprimento (CF) e largura das folhas (LF),
medidas com auxilio de um paquimetro (cm) e calculada a relacdo entre as duas variaveis
(C/L).

Apos a colheita das plantas foram avaliadas as caracteristicas agron6micas: massa foliar
fresca (MFF), massa foliar seca (MFS), teor de 6leo essencial (TOE) e rendimento de 6leo
essencial (ROE). Para mensuracao, como parcela til, foram utilizadas trés plantas por acesso,
em cada bloco. A MFF foi obtida através de pesagem em balanca analitica. A obtencdo da
MFS foi feita através da separacao de dez amostras foliares de 100 g, que foram colocadas em
estufa de circulagdo forcada, a 60 °C, até atingir peso constante, obtendo-se ao final o teor de
umidade das amostras. Sendo conhecido esse teor, foi calculada a MFS para cada repeticéo
com base na MFF que era conhecida.

Na extragdo do 0leo essencial as amostras foliares foram secas a temperatura ambiente
nas dependéncias do Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana durante
duas semanas. A extracdo foi realizada através da hidrodestilacdo em Aparelho de Clevenger,
utilizando-se 100g de massa foliar seca por bloco para cada acesso. O tempo de extragéo foi
de trés horas, seguindo a metodologia de Silva (2012), finalizado esse periodo, o Oleo
essencial foi separado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. Em seguida a dgua residual foi
retirada com a adicdo de sulfato de sddio anidro, seguindo-se 0 armazenamento em recipiente
de vidro escuro. O teor do Oleo essencial foi medido atraves da pesagem em balanca de
precisdo e com base na massa seca utilizada. Posteriormente, o rendimento foi calculado com

base no teor de 6leo em relacdo massa foliar seca de cada planta.
4.2.4 Anélises Estatisticas

Todos os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e suas médias foram
comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro, através do programa
estatistico SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011). A divergéncia entre os acessos foi testada
através de técnicas de analise multivariada, como analise de agrupamento, variaveis canénicas
e importancia relativa das caracteristicas. Para a andlise de agrupamento foi utilizada a
distancia de Mahalanobis, como medida de dissimilaridade, e a formagdo dos grupos foi feita
através do método hierarquico Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average

(UPGMA). O estabelecimento do corte no dendograma foi feito de acordo com o método de



88

Mojema (1977), que faz uma definicdo estatistica para o nimero de grupos formados em
métodos hierarquicos. A importancia relativa das variaveis para a divergéncia genética foi
determinada de acordo com Singh (1981). Todas as técnicas multivariadas empregadas foram
realizadas pelo programa GENES (CRUZ, 2013).

4.3 Resultados e Discussao

A caracterizacdo morfoldgica dos acessos de L. origanoides evidenciou caracteristicas
qualitativas diferentes. Foi observada variacdo na coloragdo do caule e das pétalas dos acessos
avaliados (Tabela 2). A maioria dos acessos apresentou caule de cor marrom, mas também
foram observados acessos com caules de coloracdo acinzentada (Figura 2C). Possivelmente
essa coloracdo acinzentada nos caules de alguns acessos € ocasionada pela presenca de
tricomas, pois, de acordo com O'Leary et al. (2012), a espécie pode apresentar caule com
pilosidade variavel.

Foram observados trés tipos de coloragdo nas peétalas dos diferentes acessos, sendo a
coloracdo roxo/branco a mais ocorrente, seguido de roxo/branco/amarelo, e a coloracdo mais
rara foi branco/amarelo (Figura 2D). Acessos da espécie Lippia alba também mostraram
variacdes na coloracdo das pétalas, em trabalho realizado por Camélo et al. (2011), sendo
observados acessos com petalas nas coloracfes lilas, lilas-claro e, em menor numero,
brancas. Quanto a coloragdo das folhas e sépalas, ndo foi encontrada nenhuma variagéo,
apresentando sépalas verdes e folhas discolores verdes, sendo a face adaxial verde-escuro e a
face abaxial verde-claro (Figura 2 A e B).

Os acessos da espécie apresentaram variagfes na forma foliar, com alguns acessos
apresentando a forma do limbo orbicular, apice obtuso e base obtusa (Tabela 2), enquanto
outros acessos possuem a forma do limbo eliptico, apice agudo e base obtusa (Figura 2). As
variacbes morfoldgicas foliares encontradas nesse trabalho condizem com a descricdo
morfologica feita por O'Leary et al. (2012) para L. origanoides, onde os autores verificaram
que a espécie pode apresentar limbo foliar de forma eliptica ou orbicular, bem como apice

agudo ou obtuso.
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Tabela 2. Caracteristicas morfologicas qualitativas de flores, caules e folhas dos acessos de Lippia origanoides
Kunth. coletados no Estado de Bahia e pertencentes ao Banco de Germoplasma da UEFS. Feira de Santana,
Bahia, 2018.

Acessos Coloracgao Formato
Caule Sépala Apice Foliar  Limbo Foliar
STE Marrom Branca/roxa/amarela Obtuso Orbicular
JEQ Marrom Branca/roxa/amarela Obtuso Orbicular
NIT Marrom Branca/roxa Obtuso Orbicular
QUI Marrom Branca/roxa/amarela Obtuso Orbicular
RJIA Marrom Branca/roxa/amarela Obtuso Orbicular
SBR Cinza Branca/amarela Agudo Eliptico
JAG Cinza Branca/amarela Agudo Eliptico
SBA Marrom Branca/roxa Obtuso Orbicular
SLU Marrom Branca/roxa Obtuso Orbicular
SSE Cinza Branca/amarela Agudo Eliptico
JER Cinza Branca/amarela Agudo Eliptico
TUC Cinza Branca/amarela Agudo Eliptico

Além de serem importantes na identificacdo visual de diferentes populages e dos
individuos no campo, as caracteristicas morfoldgicas qualitativas podem servir como
ferramenta para a distincdo de acessos com a producdo de metabdlitos secundarios
diferenciada, tanto pela maior producdo quanto por uma composicdo quimica especifica. De
acordo com Matos (2000), os acessos da espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Brown que
apresentam folhas menores geralmente produzem dleo essencial ricos em citral e limoneno.
Caracterizando acessos de Hebanthe eriantha (Poir.) Pedersen com descritores morfolégicos
quantitativos e qualitativos, Vilela (2009) percebeu uma relacdo entre a coloracdo das raizes
com 0S acessos mais produtivos: 0s acessos com raizes cinza mostraram maior produtividade
de biomassa e acido fafico, em comparacdo com o0s demais acessos, que apresentaram raizes
na coloracdo marrom. Contudo, com base nos resultados obtidos nesse trabalho ndo foi
encontrado nenhuma relacdo entre as caracteristicas morfologicas qualitativas especificas e a

produtividade em éleos essenciais.
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Figura 2. Principais variagdes morfolégicas entre individuos pertencentes a diferentes acessos da espécie Lippia
origanoides Kunth. coletados nos Estados da Bahia e Pernambuco: A) Face foliar adaxial, B) Face foliar
abaxial, C) Coloragdo do caule, D) Coloragdo das pétalas. Feira de Santana, Bahia, 2018.

Por meio do Teste de Scott-Knott (p<0,05) foram observadas diferencas significativas
entre 0s acessos para as seguintes caracteristicas quantitativas: massa foliar fresca (MFF),
massa foliar seca (MFS), comprimento (CF) e largura das folhas (LF), relacdo entre as duas
variaveis (C/L), area foliar (AF), teor de 0leo essencial (TOE) e rendimento de 6leo essencial
(ROE) (Tabela 3).
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Tabela 3. Médias das variaveis, comprimento foliar (CF), largura foliar (LF), razdo entre comprimento e largura
foliar (C/L), area foliar (AF), teor de dleo essencial (TOE) e rendimento de 6leo essencial (ROE) dos acessos de
Lippia origanoides Kunth. coletados no Estado da Bahia. Feira de Santana, Bahia, 2018.

Acessos CF LF c/L AF MFF MSF TOE ROE
(cm) (cm) (cm?) 9 )] (%) (g 6leo/planta)
STE 1,16b  087b 128c  064b  34333b 14000b  3,73d 277D
JEQ 1,08b  094b  1,12d  083b  25000b 103,00b  316e 3,66b
NIT 1,07b  0,85b 125¢c  072b  41666a 16600a 3,06e 2,03¢
QuUI 1,14b  084b 135¢c  0,74b  53000a 220,00a  4,07d 191¢c
RIA 1,16b  097b  1,19d  090b  31333b 12660b  283e 2,36¢C
SBR 223a  132a  166b  2l4a  450,00a 176,66a 0,639 043¢
JAG 217a  126a  1,68b 197a  48333a 21000a 653b 321b
SBA 1,18b  0,88b 133¢c  0,77b  30000b 12333b  353d 3,29b
SLU 111b  081b 133c  065b  47333a 19666a 3,23 167¢
SSE 246a  115a 1,93a  224a  44000a 17666a 7,93a 499a
JER 228a  122a  165b  223a 33000b 14000b  2,30f 2,16¢
TUC 219a  12la  177b 1,90a 47333a 18650a 550c 3,00b
Média 1,60 1,02 1,46 1,31 400,27 163,88 3,87 2,62
cv 9,85 9,86 6,24 17,73 25,21 25,47 9,73 32,58

*Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5 % de probabilidade de erro.

O agrupamento das médias na caracteristica CF permitiu a separacdo dos acessos em
dois grupos distintos, com os acessos STE, JEQ, NIT, QUI, RJA, SBA e SLU formando o
primeiro grupo, com o comprimento foliar variando de 1,07 a 1,18 cm, os demais acessos
formando o segundo grupo, com valores entre 2,17 a 2,46 cm. Para a variavel LF os
resultados obtidos foram similares, com formacdo de dois grupos, com os acessos STE, JEQ,
NIT, QUI, RJA, SBA e SLU mostrando valores entre 0,81 e 0,97cm, enquanto a largura foliar
do outro grupo variou de 1,15 a 1,32cm.

Quando se analisou a relacdo C/L os acessos formaram quatro grupos, com o primeiro
grupo composto por JEQ e RJA, variando de 1,12 a 1,19, respectivamente, enquanto que o
segundo grupo, formado pelos acessos STE, NIT, QUI, SBA e SLU, variou de 1,25 a 1,35.
SBR, JAG, JER e TUC formaram o terceiro grupo, variando de 1,66 a 1,77 e o0 acesso SSE
apresentou o valor mais alto, com relacdo igual a 1,93, sendo o Unico acesso no quarto grupo.

A variabilidade dos acessos de L. origanoides permitiu a formacdo de dois grupos para
a variavel AF, com os acessos STE, JEQ, NIT, QUI, RJA, SBA e SLU formando o primeiro
grupo, com area foliar variando de 0,64 a 0,90 cm? e SBR, JAG, SSE, JER, TUC formaram o

segundo grupo, com os valores mais elevados, variando de 1,97 a 2,24 cm?. Na variavel MFF
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0s acessos STE, JEQ, RJA, SBA e JER formaram o primeiro grupo, apresentando 0os menores
valores (250,0 a 343,33 g) e os demais acessos formaram o segundo grupo, que apresentaram
maior producdo de biomassa foliar (416,66 a 530,00 g). Resultado similar foi encontrado na
variavel MSF, onde novamente os acessos STE, JEQ, RJA, SBA e JER formaram o primeiro
grupo, com menor producdo (103,00 a 140,00 g) e os demais acessos 0 segundo grupo, com
valores mais altos (166,00 a 220,00 g).

Comumente a espécie possui uma variabilidade nos parametros foliares, apresentando
individuos com folhas que apresentam a largura de 0,3 - 3,5 cm e comprimento de 0,5 - 6,1
cm (O'LEARY et al.,, 2012). Para Kharazian (2012) medidas dos parametros foliares séo
importantes na determinacdo da variabilidade de espécies medicinais aromaticas, indicando
acessos que possivelmente serdo mais promissores para 0 melhoramento da espécie, cujo
produto principal € o dleo essencial, produzido em maior quantidade nas folhas.

De acordo com o agrupamento das médias, foram formados sete grupos para a variavel
TOE, expressando a alta variabilidade na producdo de Oleo essencial em L. origanoides. O
primeiro segmento, formado apenas pelo acesso SBR apresentou o menor valor, 0,63%. JER
formou o segundo segmento, com o teor de 2,30%, em seguida o0s acessos JEQ, NIT, RJA e
SLU formaram o terceiro segmento, com teor de 2,83 a 3,23%. O quarto segmento,
constituido pelos acessos STE, QUI e SBA teve o teor de 0leo essencial variando de 3,53 a
4,07%. O acesso TUC apresentou teor de 5,50%, formando o quinto segmento. O acesso JAG,
com o teor de 6,53%, formou sozinho o sexto segmento. O sétimo segmento, formado apenas
pelo acesso SSE, apresentou o valor mais elevado, 7,93%.

Para a variavel ROE os acessos dividiram-se em trés segmentos, sendo o0 primeiro
formado pelos acessos NIT, QUI, RJA, SBR, SLU e JER, com rendimento variando de 0,43 a
2,36 g /planta. O segundo segmento foi formado pelos acessos STE, JEQ, JAG, SBA e TUC,
com valores oscilando entre 2,77 a 3,66 g/planta. O acesso SSE destacou-se com o
rendimento mais alto, 4,99 g /planta, formado sozinho o terceiro segmento.

Na literatura sdo encontrados valores de teor e rendimento de éleo essencial de L.
origanoides bastante diferentes. Oliveira et al. (2007), utilizando um acesso originario do
Para, obtiveram o teor maximo produzido pela espécie, equivalente a 1%. Em Feira de
Santana, Bahia, os valores mais altos para o teor e rendimento de 6leo essencial da espécie
foram de 3,28% e 0,879 g/planta, respectivamente, através do uso de biorreguladores (SILVA,
2012). Ribeiro et al. (2014) avaliaram a producdo de dleo essencial na espécie, durante os

periodos de seca e chuva na regido Amazonica, verificando que o teor mais alto foi de 4,6% e
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0 menor teor foi 1,7%. Assim, os resultados encontrados nesse trabalho sdo promissores para
a utilizacdo de determinados acessos com a finalidade de elevar a producgdo de 6leo essencial
de L. origanoides, pois superam os valores de producdo de Gleo essencial da espécie
encontrados em outros estudos.

Outras espécies medicinais também apresentaram variacdes na producdo de 6leo
essencial entre diferentes acessos, como Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (JANUZZI et al.,
2011), Mentha citrata (Ehrh.) Brig. e Mentha spicata L. (FERREIRA, 2008).

O conhecimento do germoplasma, quanto ao desempenho individual de cada gendétipo é
muito importante, porém, também € necessario conhecer a variabilidade genética existente,
por meio da distdncia genética entre o0s acessos e utilizacdo de técnicas estatisticas
multivariadas (STRECK et al., 2017). A andlise de agrupamento dos acessos pelo metodo
UPGMA, baseado na distancia de Mahalanobis, com distancia de corte a 29,61% de

dissimilaridade, mostrou a formacéo de quatro grupos distintos (Figura 3).

Método de agrupamento: Ligagéo Média Entre Grupo(LPGMA)
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Figura 3. Dendrograma de dissimilaridades genéticas entre 12 acessos de Lippia origanoides Kunth. coletados
no Estado da Bahia, obtido pelo método de UPGMA, com base em 10 caracteres morfolégicos, utilizando-se a
distancia generalizada de Mahalanobis. LO001 — STE, LO002 — JEQ, LO003 — NIT, LO004 — QUI, LO005 —
RJA, LO006 — SBR, LO007 — JAG, LO008 — SBA, LO009 — SLU, LO010 - SSE, LO011 - JER, LO012 - TUC.
Feira de Santana, Bahia, 2018.

O primeiro grupo formado, constituido pelos acessos QUI, SLU, NIT, RJA, JEQ, STE
e SBA apresentou as menores dissimilaridades. Nesse grupo é possivel observar a formacédo
de trés subgrupos, o primeiro formado pelos acessos QUI e SLU, com dissimilaridade 5,86
(Tabela 4); o segundo pelos acessos NIT, RJA e JEQ, com dissimilaridades de 6,49, 15,48,
8,07 (Tabela 4) e o ultimo pelos acessos STE e SBA, com dissimilaridade de 13,21 (Tabela
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4). Esses acessos apresentaram menores valores nos parametros foliares, producédo variavel de

biomassa foliar e producéo mediana de dleo essencial.

Tabela 4. Matriz de dissimilaridade entre os acessos de Lippia origanoides Kunth., coletados no Estado da
Bahia, baseada na distancia generalizada de Mahalanaobis obtidos a partir de 10 caracteres morfolégicos. Feira de
Santana, Bahia, 2018.

Acessos STE  JEQ NIT  QUI  RJA  SBR  JAG SBA  SLU  SSE  JER
JEQ 22,61

NIT 1309 1548

QuI 3001 21,66 20,89

RJA 2261 807 649 1825

SBR 33816 42548 30357 41509 339,85

JAG 18524 281,06 22345 20577 25127 332,39

SBA 13,21 30,07 13,05 29,14 18,83 291,06 179,64

SLU 26,55 13,33 11,21 5,86 7,33 38586 250,32 25,77
SSE 467,82 642,48 538,36 552,50 604,79 464,80 10581 470,83 611,68
JER 241,50 334,63 230,59 31725 269,17 31551 184,76 206,80 306,48 279,31

TUuC 189,98 296,82 218,73 231,40 255,59 227,69 20,12 185,47 262,31 90,87 108,77

O segundo grupo foi formado pelos acessos SBR e JER, com dissimilaridade de 31,51
(Tabela 4). Esses acessos apresentaram os menores valores para teor e rendimento de 6leo
essencial, apesar de apresentar valores razoaveis de biomassa foliar e altos para variaveis
relacionadas as medidas foliares, como LF, AF e CF. Geralmente, 0s acessos com producéo
elevada de biomassa foliar apresentam maior teor e rendimento de 6leo essencial, entretanto,
esse resultado oposto sugere que 0 acesso SBR possui um menor nimero de tricomas
glandulares que produzem o 6leo essencial, como também verificado por Jannuzi et al. (2010)
em trabalho realizado com a espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Brown.

Os acessos JAG e TUC formaram o terceiro grupo, apresentando dissimilaridade de
20,12 (Tabela 4). Com os maiores valores de biomassa foliar e dos parametros foliares, esses
acessos tiveram uma alta producédo de 6leo essencial. O quarto grupo foi formado apenas pelo
acesso SSE, que apresentou valores altos para producao de biomassa foliar, variaveis foliares,

como CF, C/L e AF e producéo de 6leo essencial.
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Na andlise baseada nas varidveis cannicas, as duas primeiras variaveis explicaram,
aproximadamente, 95,5% da variancia total entre os acessos analisados, sendo a primeira
variavel (influenciada pelas variaveis C/L, AF e CF) responsavel por 68,75% e a segunda
variavel (influenciada pela variavel TOE) por 26,77%. A utilizacdo dessa técnica foi
satisfatdria no estudo da divergéncia genética dos acessos de L. origanoides avaliados, pois as
duas primeiras variaveis canbnicas explicaram mais de 80% da divergéncia genetica, sendo
esse 0 indice aceitavel indicado por Cruz e Regazzi (2001). Através de um gréafico
bidimensional foi possivel ver a organizacdo dos acessos em quatro grupos diferentes, com
organizacdo similar aos grupos formados pelo método UPGMA (Figura 4).

vC2

h '
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-114

195 f 1 T T T f f T T »
-57 -54.3 -51.6 -48.9 -46.2 -43.5 -40.8 -38.1 -35.4 -32.7 -30
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Figura 4. Dispersdo gréfica dos escores em relacdo aos eixos representativos das varidveis canénicas (VC1,
VC2) relativos aos 10 caracteres avaliados em 12 acessos de Lippia origanoides Kunth. coletados no Estado da
Bahia. 01 — STE, 02 — JEQ, 03 — NIT, 04 — QUI, 05 — RJA, 06 — SBR, 07 — JAG, 08 — SBA, 09 — SLU, 10 -
SSE, 11 - JER, 12 — TUC. Feira de Santana, Bahia, 2018. Feira de Santana, Bahia, 2018.

Os resultados obtidos com as técnicas multivariadas mostraram que 0S acessos
préximos geograficamente permaneceram no mesmo grupo, com distingdo de um grupo,

formado apenas pelo acesso SSE, visto que ndo foram coletados outros acessos nessa regido.
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Portanto, com base nesses resultados, verifica-se que na coleta de germoplasma dessa espécie,
deve-se priorizar a aquisi¢do de acessos em regides distintas, 0 que permitird a conservacao de
maior variabilidade genética da espécie (CASTRO et al., 2011). Resultados semelhantes a
esse trabalho foram encontrados para as espécies Ocimum basilicum L. (VELOSO, 2012) e
Ageratum conyzoides L. (CASTRO et al., 2011).

Medidas da divergéncia genética, como primeira etapa para um programa de
melhoramento genético, podem auxiliar 0s pesquisadores a empenhar-se nas combinacfes
mais promissoras (CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2000) e obter maior heterose. A analise
multivariada permite a predicdo da heterose e, consequentemente, alguns cruzamentos podem
ser sugeridos, seguindo-se o principio de se cruzar os gendtipos mais distantes e com
melhores caracteristicas agrondomicas (ARAMENDIZ-TATIS et al., 2011). Dessa forma, para
0s acessos de L. origanoides analisados nesse trabalho, LO010 foi 0 acesso mais promissor,
seqguido de JAG e TUC, apresentando os valores mais altos de dissimilaridade e produgéo
elevada de oleo essencial, sendo recomendado o uso em programas de melhoramento da
espécie. Apesar do acesso SBR apresentar dissimilaridade elevada e valores altos nos
parametros foliares, apresentou os menores valores de producdo de 6leo essencial entre 0s
demais acessos, demonstrando gque seu Uso nao seria promissor para aumentar a produtividade
do dleo essencial em L. origanoides.

De acordo com o Método de Singh (1981), baseado na Distancia de Mahalanobis, as
variaveis que mais influenciaram na divergéncia dos acessos foram C/L (26,82%), AF
(24,02%), CF (17,75%) e TOE (17,09%) (Figura 5). Destaca-se o fato que todas essas
variaveis estdo relacionadas com a producdo de Oleo essencial, indicando a variacdo na
espécie quanto a producdo de 6leo essencial. Juntas essas variaveis explicaram mais de 80%
da divergéncia genética dos acessos analisados, possuindo relevancia para serem usadas como

descritores quantitativos na distincao de acessos da espécie (CRUZ e REGAZZI, 2001).
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Contribuicdo relativa de caracteres

CF LF C/L MSF AL LC MFF AF TOE ROE

Varidveis

Figura 5. Contribuicdo relativa (%) das caracteristicas avaliadas para a divergéncia entre os 12 acessos de Lippia
origanoides Kunth. coletados no Estado da Bahia. Feira de Santana, Bahia, 2018.

As outras variaveis apresentaram pouca importancia relativa na separacdo dos acessos
de L. origanoides em grupos, pois, de acordo com Bertan et al. (2006), as variaveis com
estimativas de contribuicdo relativa baixa ndo possuem consisténcia na quantificacdo da

divergéncia genética, e ndo acrescentam muito avango no melhoramento genético da espécie.

4.4 Conclusao

Diante dos resultados observados, verifica-se que foi possivel caracterizar a
variabilidade e detectar a divergéncia genética entre os acessos de Lippia origanoides Kunth.
a partir dos descritores morfo-agronémicos utilizados. Existe variagdo genética entre os 12
genotipos estudados, o que permite o inicio de um programa de selecdo de plantas mais
promissoras. As técnicas multivariadas utilizadas permitiram a visualizacdo da variabilidade
genética existente entre os genotipos, formando grupos distintos. Devido a alta producdo de
6leo essencial, os acessos SSE, JAG e TUC apresentam potencial para uso em programas de

melhoramento.
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de marcadores moleculares ISSR

Emily Veronica Rosa da Silva Feijo; Béarbara Lais Barbosa; Cassio van den Berg; Lenaldo

Muniz de Oliveira

RESUMO - Os marcadores moleculares ISSR tem se mostrado Uteis em estudos que buscam
caracterizar a diversidade e estruturacdo genética entre populacfes ocorrentes em diferentes
regides geograficas, produzindo informacBes importantes para a coleta acertada de
germoplasma. A espécie Lippia origanoides Kunth. tem potencial medicinal comprovado e
ampla ocorréncia na América do Sul. Porém, os dados sobre a variabilidade genética dentro
da espécie ainda sdo poucos. O objetivo desse capitulo foi analisar os niveis de diversidade
genética, estruturacdo genética e relacionamento das populacdes de L. origanoides ocorrentes
no Estado da Bahia e Pernambuco, por meio de marcadores moleculares ISSR. Foram
coletadas amostras foliares de 18 populacgdes silvestres da espécie, nos Estados da Bahia e de
Pernambuco. Foram selecionados nove primers de ISSR a partir de 13 testados. Foram
estimados os seguintes parametros de diversidade: nimero (NBp) e percentual de bandas
polimérficas (%Bp), heterozigosidade média esperada (He), indices de diversidade de
Shannon (1) e diferenciacdo genética entre populacBes (Fst). A estrutura genética
populacional foi avaliada através da geracdo de dendrograma pelo método de Neighbor-
Joining, com base na matriz de distancia de Nei, analise no programa STRUCTURE
(Bayesiana) e analise de coordenadas principais (PCoA). Nas populacdes avaliadas a
heterozigosidade média esperada oscilou entre 0,162 e 0,237, o indice de Shannon (1) variou
entre 0,247 e 0,359, sendo as populacdes mais diversas aquelas situadas na Chapada
Diamantina. Foram obtidas bandas exclusivas em trés popula¢ées (Mucugé, Jaguarari e Santa
Brigida). Os valores obtidos de Fst (0,19) indicam diferenciacdo moderada entre as
populacdes. A AMOVA identificou variacdo entre populacbes de 31%, sugerindo alta
estruturacdo interpopulacional. A analise no STRUCTURE e o dendrograma gerado
indicaram a possibilidade de separacdo das 18 populacdes em quatro grupos distintos. As
populacdes de Rio de Contas, Jaguarari, Nova Itarana e Santa Brigida apresentam 0s maiores
valores de diversidade genética dentro de cada grupo, sendo prioritarias para a composicao de

um banco de germoplasma da espécie.
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Genetic diversity among wild populations of Lippia origanoides Kunth. by ISSR

molecular markers

Abtract — ISSR molecular markers have been shown to be useful in studies that seek to
characterize genetic diversity and structuring among populations occurring in different
geographic regions, producing important information for the successful collection of
germplasm. The species Lippia origanoides Kunth. has a proven medical potential and widely
occurs in South America. However, data on genetic variability within the species are still few.
The objective of this chapter was to analyze the levels of genetic diversity, genetic structure
and relationship of the populations of L. origanoides occurring in the State of Bahia and
Pernambuco, using ISSR. Leaf samples were collected from 18 wild populations of the
species, in these states. Nine ISSR primers were selected from 13 tested. Quantification was
done by means of agarose gel images. The gels were evaluated with the GEOCOMPAR I
software for defining band homology and construction of a presence and absence matrix for
each loci. The following diversity parameters were estimated: number of polymorphic bands
(NBp), percentage of polymorphic bands (% Bp), expected heterozygosity (He), Shannon
diversity indexes (1) and genetic distance between populations (Fst). The population genetic
structure was evaluated through the generation of dendrogram by the Neighbor-Joining
method, based on the Nei distance matrix, STRUCTURE (Bayesian) analysis and main
coordinate analysis (PCoA). In the evaluated populations, the heterozygosity ranged from
0.162 to 0.277, the Shannon Index (I) ranged from 0.247 to 0.359, the most diverse of which
were located in the Chapada Diamantina. Private bands were obtained in three populations
(Mucugé, Jaguarari and Santa Brigida). The values obtained from Fst (0.19) indicate moderate
differentiation between the populations. AMOVA identified 31% of variation among
populations, suggesting high inter-population structure. The STRUCTURE analysis and the
generated dendrogram indicated the possibility of separating the 18 populations into four
distinct groups. The populations of Rio de Contas, Jaguarari, Nova Itarana and Santa Brigida
present the highest values of genetic diversity within each group, being a priority for the

composition of a germplasm bank of the specie.

Key-words: Genetic Variability. Medicinal Plant. Wild Populations. Collection of

Germplasm.
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5.1 Introducéo

O género Lippia Linn. possui muitas espécies que sdo conhecidas pela aplicacao
terapéutica (PIMENTA et al., 2007), entre elas Lippia origanoides Kunth. A espécie tem
varias acdes medicinais comprovadas, como ac¢do antimicrobiana, antiviral, antioxidante e
anti-inflamatoria, entre outras (OLIVEIRA et al., 2007; MENESES et al., 2009; ARANGO et
al., 2012; PINTO et al., 2013; VERAS et al., 2013). Grande parte desse potencial deve-se aos
variados 0Oleos essenciais produzidos pela espécie. Ja foram identificados oito quimiotipos
para L. origanoides, sendo os mais ocorrentes 0s quimiotipos que apresentam o carvacrol e 0
timol como constituintes principais (STASHENKO et al., 2010; VEJA-VELA et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2014; TOZIN et al., 2015). L. origanoides apresenta ampla ocorréncia em
paises da América do Sul, incluindo o Brasil, sendo encontrada comumente em areas
semiaridas e aridas, de solos pobres e pedregosos (O'LEARY et al., 2012).

Por serem obtidas, majoritariamente, através do extrativismo, as plantas medicinais
nativas estdo num grupo de risco no que se refere a perda da variabilidade genética, visto que
alem da fragmentacao e antropizacdo dos habitats, ainda sofrem com a coleta indiscriminada,
sendo necessarias medidas para quantificar e assegurar a conservacao dessa riqueza. Dessa
forma, a analise da diversidade genética das espécies nativas passou a ter hoje um papel de
destaque na definicdo das estratégias de conservacgdo, entre elas, a coleta bem sucedida de
germoplasma (RIBEIRO e RODRIGUES, 2006).

Apesar da importancia medicinal, as informac6es sobre a variabilidade genética de L.
origanoides no Brasil sdo inexistentes. Alguns estudos ja foram feitos em outros paises, onde
a espécie é abundante. Na Colémbia foram desenvolvidos trés estudos com a finalidade de
avaliar a variabilidade genética da espécie. O primeiro foi desenvolvido por Suarez et al.
(2008), avaliando a diversidade e estruturacdo genética de individuos da espécie em duas
localidades, chegando-se a conclusdo que se tratava de apenas uma populacdo, apesar dos
altos niveis de diversidade genética encontrados. No trabalho de Vega-Vela e Sanches (2012),
0s resultados mostraram uma diminui¢do na variabilidade genética das populacdes da espécie
coletadas em maiores altitudes (acima de 1000m). Em outra pesquisa, Vega-Vela et al. (2013)
observaram alta variabilidade genética nas duas populacfes estudadas e baixa estruturacao
entre elas. No México, as pesquisas feitas com a espécie tém mostrado valores mais baixos de
diversidade genética, quando comparados com os valores encontrados na Col6mbia, e

estruturacdo moderada entre as populagcdes de L. origanoides sugerindo a importancia de
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estratégias para obtencdo de germoplasma da espécie (MARTINEZ-NATAREN et al., 2014;
VARGAS-MENDOZA et al., 2016).

Devido a preferéncia por lugares aridos e semiaridos, populacfes da espécie ocorrem
espontaneamente em grandes extensdes do Nordeste Brasileiro, sendo essa uma regido
propicia para uma pesquisa inicial sobre a diversidade genética da espécie no pais. Um estudo
desse tipo produziria informacdes Uteis sobre a variabilidade genética da espécie, auxiliando
na obtencdo de germoplasma representativo da diversidade genética de L. origanoides.

Desde o inicio da década de 80, através do uso de marcadores moleculares, é possivel
avaliar a existéncia de variabilidade genética entre individuos da mesma espécie, de forma
rapida e eficiente (BERED et al., 1996). Os marcadores moleculares correspondem ao
polimorfismo presente no nivel do DNA, por isso, opostamente aos marcadores morfologicos
e bioquimicos, ndo dependem do tipo de tecido analisado, nem do estagio de desenvolvimento
da planta (CARRER et al., 2010). Entre os diversos tipos de marcadores moleculares, os
ISSRs (Inter Simple Sequences Repeats) tém se mostrado Uteis para analise da diversidade
genética, bem como para a caracterizacdo de acessos e cultivares de varias espécies
medicinais (SOUZA, 2015). Esses marcadores apresentam muitas vantagens, como a rapidez
de uso, facil manuseio, boa reprodutibilidade de bandas, ndo requerem um conhecimento
precedente da sequéncia genbmica e baixo custo para realizacdo (REDDY et al., 2002).
Estudos de diversidade genética de L. origanoides utilizando marcadores moleculares ISSR
foram bem sucedidos (SUAREZ et al., 2008; VEGA-VELA et al., 2013; MARTINEZ-
NATAREN et al., 2014).

Diante do exposto, o objetivo desse capitulo foi analisar os niveis de diversidade
genética, estruturacdo genética e relacionamento das populagdes de L. origanoides ocorrentes
no Estado da Bahia, através do uso de marcadores moleculares ISSR, a fim de estabelecer um

plano de coleta adequado para a obtencdo de germoplasma da espécie na regiao.
5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado foi obtido no segundo semestre de 2014, quando foram
realizadas expedicdes para coleta de amostras de diferentes populagdes de L. origanoides em
zonas de ocorréncia natural. Ao final foram coletadas amostras foliares (folhas jovens) de 18

populacgdes, sendo 17 no estado da Bahia e uma no estado de Pernambuco, Brasil (Tabela 1).
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As anélises foram feitas com um total de 270 individuos, uma vez que foram coletadas
amostras de 15 individuos de cada populacéo.

A distdncia minima entre as populacdes foi 44,22 km (entre LO2870 e LO2872), e a
maxima foi de 608,41 km (entre LO2818 e LO2867). Durante as coletas foram obtidos ramos
floridos de cada populacdo, para posterior identificacdo botanica. As exsicatas foram
identificadas pela Dra. Ténia Regina dos Santos Silva e posteriormente depositadas no
Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS) (Tabela 1). Amostras de
folhas para analise genética foram armazenadas em gel de Brometo de Cetil Trimetil Am6nio
- CTAB (35% NaCl, e 3% CTAB) (DOYLE e DOYLE, 1987) no momento da coleta, sendo

mantidas nessas condicfes até o inicio da extragdo do DNA.
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Tabela 1. Dados de coleta de 18 populagdes de Lippia origanoides Kunth. coletadas em municipios dos Estados
de Baha e Pernambuco. Feira de Santana, BA, 2018.

Sigla de
identificacdo das

populactes

Municipio

Coordenadas
Geograéficas

Voucher (nimero

de registro no
HUEFS)

JEQ

Jequié/BA

13°45'54,0" S
40° 03'28,6" O
Alt. 346 m

214487

NIT

Nova ltarana/BA

12°58'22,0" S
39°56'05,6" O
Alt. 526 m

214484

STE

Santa Terezinha/BA

12°35'46,8" S
39°32'14,8" O
Alt. 140 m

214488

UTI

Utinga/BA

12°04' 54" S
41°05'40" O
Alt. 863 m

214482

PAL

Palmeiras/BA

12°26'47,7" S
41°29'12,6" O
Alt. 809 m

214486

MCH

Morro do Chapéu/BA

11°36'19,5" S
40°59'38,3" O
Alt. 941 m

214481

MUC

Mucugé/BA

12°59'42,3" S
41°23'08,6" O
Alt. 975 m

214483

RCO

Rio de Contas/BA

13°28'53,8" S
41°51'47,3" 0O
Alt. 1065 m

214485

JAG

Jaguarari/BA

10° 05'20,4" S
40°13'58" O
Alt. 543 m

214491
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SSE

Sento Sé/BA

9° 44' 45" S
41°53'06" O
Alt. 400 m

227132

SBA

Santa Barbara/BA

12°01'04,5" S
38°58'15,5" O
Alt. 270 m

214497

CNO

Casa Nova/BA

09°09'43" S
40°58'15" O
Alt. 417 m

227133

FLO

Floresta/PE

08°41'0,6" S
38°09'09,1" O
Alt. 437 m

214489

TUC

Tucano/BA

11°01'25,5" S
38°49'23,7" O
Alt. 354 m

214496

JER

Jeremoabo/BA

10°13'35,7" S
38°17'54,4" 0O
Alt. 227 m

214495

QuI

Quixabeira/BA

11°20'03,9" S
40°07'39,1" 0O
Alt. 396 m

214490

SBR

Santa Brigida/BA

09°50'16,4" S
38°15'43,9" 0O
Alt. 397 m

214494

SLU

Santaluz/BA

11°12'30,4" S
39°24'50,0" O
Alt. 348 m

214493

5.2.2 Extracdo e amplificacdo de DNA

Todas as etapas, como extragdo de DNA, quantificagdes e processamento de dados,

foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de Sistematica Molecular de Plantas
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(LAMOL) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS). A extragdo de DNA foi
realizada de acordo com o protocolo de Doyle e Doyle (1987) re-escalonado para tubos de
1mL, para amostras armazenadas nessa situacdo. A quantificacdo do DNA extraido foi feita
através de eletroforese em gel de agarose a 1% com tampdo de borato de sodio 1X (SB)
(BRODY e KERN, 2004) e, posteriormente, o gel foi corado com brometo de etidio. O
marcador utilizado foi o ladder 100pb (INVITROGEN®). O registro fotogréfico foi feito em
um aparelho transluminador UV (Spectroline), conectado ao sistema Kodak EDAS 1D 3.6.

Foram realizados testes para verificagdo de polimorfismos com 13 primers, onde 0
DNA total foi amplificado por meio de Reacdo em Cadeia de Polimerase (Polymerase Chain
Reaction — PCR) de acordo com o protocolo modificado de Wolfe et al. (1998). O volume
total de cada reacdo de amplificagdo dos fragmentos foi de 10 pL, contendo 4,0uL do Kit Top
Taq Master Mix (QIAGEN Inc., Hilden, Germany), 2,24 uL de H>O ultrapura de alta
qualidade (parte do Kit de amplificagdo), 0,64 uL de corante (parte do Kit de amplificacdo),
1,0 uL do DNA da amostra e 0,32 uL do iniciador 15 uM. Utilizou-se um termociclador
modelo Esco Healthcare Swift® Max Pro, iniciando por um ciclo de desnaturagédo de 94°C por
1 minuto e 30 segundos, seguidos de 40 ciclos de amplificacdo com desnaturacdo a 94°C por
40 segundos, anelamento a 46,9-51,7°C (Tabela 2) por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1
minuto e 30 segundos, acrescido de duas variacOes, a primeira a 94°C e a segunda a 47°C,
ambas por 45 segundos, seguidas de uma extensao final a 72°C por 7 minutos, para os 270
individuos.

Ap0s essa etapa os produtos da reacdo foram visualizados em géis de agarose 2,0% em
tampao SB 1X, utilizando do marcador ladder de 100 pares de bases. Posteriormente, 0s géis
foram corados em solucdo de brometo de etidio a 10% durante aproximadamente uma hora
para coloracdo das bandas, seguido pela fotodocumentacdo, em transluminador UV

(Spectroline).

5.2.3 Andlise de dados

O software GelCompar Il versdo 5.0 (Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem,
Belgium), foi utilizado para analisar os géis e, a partir disso, foi obtida uma matriz binaria de
valores zero (auséncia) e um (presenca) de dados obtidos para cada loci, e -1 (ou -9,

dependendo do software a serem realizadas as analises) para os dados faltantes.
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Por meio da matriz binéria foram estimados diversos pardmetros. Sendo os principais
parametros analisados: numero de loci polimérficos (NLb), porcentagem de loci polimérficos
(%Lp), heterozigozidade média esperada ou diversidade genética de Nei (1973) (He), indice
de diversidade de Shannon (I) e a distancia genética entre populacbes (Fst) (PEARSE e
CRANDALL, 2004). Também foi realizada a analise molecular de variancia (AMOVA) e
analise de correlagdo entre as matrizes de distancias genética e geografica, através do teste de
Mantel (MANTEL, 1967). Foram usados os softwares POPGENE v.1.32 (YEH; YANG e
BOYLE, 1997) e GenAlEx v. 6.5 (PEAKALL e SMOUSE, 2011).

Utilizando o STRUCTURE 2.3.3 (PRINTCHARD et al., 2000) foi realizada uma
analise bayesiana a partir dos dados dos genotipos, para a inferéncia dos pool génicos, através
das frequéncias alélicas das populagdes, de forma correlacionada. Através dos softwares
AFLPsurv 1.0 (VEKEMANS, 2002) e PHYLIP 3.69 (FELSENSTEIN, 2011) foram feitas
analises de agrupamento, a partir da matriz de distancia genética ndo enviesada de Nei (NEI,
1978), pelo método de agrupamento Neigbhor-Joining (SAITOU e NEI, 1987).
Posteriormente, o dendrograma foi visualizado através do software FigTree v. 1.2.2
(RAMBAUT, 2009). Também foi realizada andlise de coordenadas principais (PCoA)

utilizando como base a distancia Euclidiana, por meio do software PAST 3.0.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1. Diversidade genética

Do total de 13 primers ISSR testados, nove apresentaram a formacdo de bandas
visiveis e polimdrficas, sendo estes selecionados para o trabalho (Tabela 2). Os primers
ISSR4, ISSR902, ISSR901 e ISSR898 ndo apresentaram bons resultados para a espécie,

sendo descartado o uso no estudo.
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Tabela 2. Nome, sequéncia, temperatura de anelamento (°C) e ndmero de bandas polimoérficas dos primers
testados para andlise das 18 populagdes silvestres de Lippia origanoides Kunth. Feira de Santana, BA, 2018,

Primers Selecionados

Nome Sequéncia Temperatura de I-3anda-s
anelamento (°C) polimorficas

Manny (CAC)s-RC 51,7 14
Jhon (AG)7-YC 46,9 15
ISSR6 (AG)s-YT 50,2 18
ISSR7 (AG)s-YC 50,2 16
Goofy (GT)7-YG 49,0 14
Chris (CA)-YG 49,6 16
ISSR899 (CA)6-RG 48,6 15
Mao (CTC)s-RC 50,9 14
Omar (GAG)s-RC 49,9 13
Total - - 135

O primer ISSR6 apresentou 0 maior nimero de bandas polimérficas (18) e o primer
Omar apresentou 0 menor nimero de bandas polimoérficas (13). No total foram obtidos 135
loci, com valor medio de 15 bandas por primer. De acordo com Colombo et al. (2008) €
necessario a quantidade média aproximada de 50 a 100 loci polimérficos para uma avaliacéo
segura, utilizando-se marcadores dominantes, como ISSR. Outros trabalhos com a espécie
utilizando marcadores ISSR obtiveram numeros proximos de loci polimorficos (VEGA-
VELA et al., 2013; VARGAS-MENDONCA et al., 2016).

Considerando as populacdes individuais, o percentual médio de bandas polimorficas
foi de 60,08% (Tabela 3), resultado similar (60,9%) foi encontrado por Martinez-Natarén et
al. (2014), trabalhando com L. origanoides. Valores proximos foram obtidos em outras
espécies do género: Lippia aff. rotundifolia Cham. e Lippia alba Mill. apresentaram 50 e
65% de bandas polimdrficas, respectivamente, com a utilizacdo de marcadores ISSR
(MANICA-CATTANI et al, 2009; MEIRA, 2016).

Quanto as variaveis de diversidade genética, a heterozigosidade esperada (He) em
cada populacdo variou entre 0,162 (FLO) a 0,237 (RCO), com média de 0,191 (Tabela 3).
Quanto ao indice de Shannon (1), o menor valor foi encontrado na populagdo FLO (0,247) e 0

maior valor foi novamente encontrado na populagdo RCO (0,359), com média de 0,292
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(Tabela 3). Dessa forma, a populacédo FLO apresentou a menor diversidade genética, enquanto
a populacdo RCO apresentou a maior.

Suarez et al. (2008) e Veja-Vela et al. (2013), trabalhando com o mesmo tipo de
marcador molecular, encontraram maior diversidade genética na espécie, demonstrada pela
heterozigosidade média elevada, 0,453 e 0,367, respectivamente. Entretanto, outros estudos
similares apresentaram valores menores de heterozigozidade. VVargas-Mendoza et al. (2016)
encontraram valor médio de 0,110 para 22 popula¢es naturais da espécie. Na pesquisa de
Martinez-Natarén et al. (2014), a heterozigosidade média foi 0,170, em 14 populacGes. Baixos
valores médios para o Indice de Shannon (0,14 — 0,18) em diferentes populagdes de L.
origanoides, também foram obtidos por Vargas-Mendoza et al. (2016).

Os valores de diversidade genética encontrados entre as populacfes podem estar
relacionados a fatores ambientais, como o relevo e a vegetacdo. Percebe-se que em areas mais
montanhosas e com fitofisionomias variadas, como a Chapada Diamantina, as populagdes
apresentaram diversidade genética mais alta (UTI, PAL, MCH, MUC e RCO). A Chapada
Diamantina é conhecida como um dos centros de diversidade do género Lippia L. no Brasil
(SALIMENA, 2002). Nessa regido, varias combinacdes entre habitats e sitios ajustam uma
composicdo complexa, relacionada as qualidades e quantidades dos habitats, que geram alta
heterogeneidade em &reas restritas, culminando em alta diversidade vegetal (CONCEICAQ e
PIRANI, 2005). Com o distanciamento dessa regido, localizadas em relevo mais plano e
vegetacdo mais uniforme, as demais populacGes apresentam uma diminuicdo da diversidade
genética. Diferencas no relevo e vegetacdo também influenciaram nos niveis de diversidade
genética da espécie na Colémbia (VEJA-VELA e SANCHEZ, 2012).

De acordo com Yang et al. (2012), a ocorréncia de locos exclusivos ou alelos privados
sdo fatores que indicam a diferenciacdo das populagcdes. Entretanto, nessa pesquisa a
ocorréncia de alelos privados foi baixa, pois apenas as populagdes MUC, JAG e SBR
apresentaram cada, um alelo privado (Tabela 3). A espécie Lippia aff. rotundifolia Cham.

apresentou apenas um alelo privado em uma das popula¢des no trabalho de Meira (2016).
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Tabela 3. Numero de loci polimorficos (NLp), percentual de loci polimorficos (%Lp), heterozigosidade média
esperada (He), indice de diversidade de Shannon (1), locus exclusivos (LE) e grupo genético (GG) para 18

populaces silvestres de Lippia origanoides Kunth. Feira de Santana, BA, 2018.

Populacéo NLp Lp% He | LE GG
JEQ 84 57.78 0,182 0,281 0 1
NIT 90 64.44 0,185 0,290 0 1
STE 90 63.70 0,170 0,269 0 1
SBA 79 54.07 0,169 0,260 0 1
QuI 88 61.48 0,199 0,304 0 1
SLU 82 58.52 0,185 0,284 0 1
UTI 99 68.89 0,226 0,343 0 2
PAL 94 65.19 0,211 0,322 0 2
MCH 86 59.26 0,188 0,288 0 2
MUC 96 65.93 0,207 0,317 1 2
RCO 99 71.11 0,237 0,359 0 2
JAG 96 65.19 0,214 0,325 1 3
SSE 89 58.52 0,207 0,309 0 3
CNO 81 54.07 0,180 0,272 0 3
FLO 78 51.11 0,162 0,247 0 4
TUC 81 54.07 0,175 0,266 0 4
JER 80 53.33 0,163 0,251 0 4
SBR 80 54.81 0,186 0,280 1 4

Média 87,33 60,08 0,191 0,292 - -

Com base na matriz de Identidade genética de Nei (1978), constatou-se a proximidade
das populacdes, sendo as similares geneticamente as populagdes CNO e JAG (0,933),
proximas geograficamente (112,44 km). A menor similitude genética encontrou-se entre JEQ
e FLO (0,797), que distam em 608,41 km. Entretanto, o teste de Mantel ndo revelou
correlacdo significativa entre as matrizes de distancia geogréafica e genética (r = 0,0005, p =
0,384).

5.3.2. Estrutura genética populacional
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A Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou que 69% da variabilidade
genética esta contida dentro das populagdes e que 31% da variabilidade ocorre entre as
populacdes, sugerindo elevada estruturacdo genética, visto que valores de variabilidade entre
populacdes acima de 25% indicam forte estruturacdo destas (SILVA, 2015). O valor de Fst
aponta o nivel de diferenciacdo genética entre as populacdes, podendo ser considerado baixo
(0,05 — 0,15), moderado (0,15 — 0,25) ou elevado (> 0,25) (WRIGHT, 1978). No presente
estudo o valor médio de Fst foi de 0,19 indicando uma diferenciacdo moderada entre as
populagdes. Outros estudos com L. origanoides encontraram estruturacédo de moderada a forte
entre as populacdes da espécie (VEGA-VELA e SANCHEZ, 2012; CHACON-SANCHEZ,
2012; VEJA-VELA et al., 2013). Outras espécies do género como Lippia alba (Mill.) N.E.
Brown e Lippia aff. rotundifolia Cham., apresentaram resultados similares, com forte
estruturagéo das populacdes avaliadas (MONTOYA, 2014; MEIRA, 2016).

A estrutura genética de populagdes resulta da influéncia de diferentes forcas
evolutivas, como selecdo natural, deriva genética, mutagdo, entre outros, que atuam de forma
distinta sobre as populacGes, levando a variagfes na distribuicdo da diversidade genética. O
conhecimento da variabilidade genética intra e interpopulacional de uma espécie, em

determinada area, auxilia em estratégias adequadas de coleta de germoplasma.
5.3.3 Padrdes de organizacao da estrutura genética

A analise da estrutura genética pelo método bayesiano no programa STRUCTURE
apontou a formacdo de quatro picos, indicando quatro possiveis formas de atribuicdo dos

individuos nas 18 populac6es estudadas (Figura 1).
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Figura 1. Valores de delta (K) segundo correcdo de Evanno (2005), mostrando os picos de atribuicdo (K) para 18

populaces silvestres de Lippia origanoides Kunth. (Maior valor de K = 4, e 0s demais picos, K=2, K=8e K =
12). Feira de Santana, Bahia, 2018.

A partir dos picos obtidos no programa STRUCTURE é executavel estabelecer
possiveis formas de mistura para as populacées em estudo (Figura 2).
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Figura 2 — Quatro possibilidades de propor¢do de mistura Bayesiana, gerada a partir de dados do software
STRUCTURE para 18 populacdes silvestres de Lippia origanoides Kunth. coletadas na Bahia e Pernambuco. 1
=JEQ; 2 =NIT; 3=STE; 4 = UTI; 5= PAL; 6 = MCH; 7 = MUC; 8 = RCO; 9 = JAG; 10 = SSE; 11 = SBA, 12
= CNO; 13=FLO; 14 =TUC; 15 = JER; 16 = QUI; 17 = SBR; 18 = SLU. Feira de Santana, Bahia, 2018.
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Na primeira projecdo (K=2), as 18 populacdes séo divididas em dois grandes grupos
(Figura 2). As populagdes JEQ, NIT, STE, SBA, FLO, TUC, JER, QUI e SLU, apesar de
alguma miscigenagdo, possuem predominantemente o mesmo pool génico, formando o
primeiro grupo (coloracdo verde). Em contrapartida, as populagées UTI, PAL, MCH, MUC,
RCO, JAG, SSE e CNO estao alocadas no segundo grupo formado (coloracdo vermelha). A
populacdo SBR apresentou caracteristicas dos dois grupos, sendo impossivel estabelecer a
relacdo desta populacdo com os dois grupos formados.

De acordo com o pico mais expressivo (K = 4), as populagdes estdo organizadas em
quatro grupos (Figura 2). As populagdes JEQ, NIT, STE, SBA, QUI e SLU formando o
primeiro grupo (coloragdo amarela). As populagées UTI, PAL, MCH, MUC e RCO foram
alocadas no segundo grupo (coloragdo verde). O terceiro grupo foi constituido pelas
populacdes JAG, SSE e CNO (coloracdo azul). Por fim, as populagdes FLO, TUC, JER e
SBR formam o quarto grupo (coloragédo vermelha).

O terceiro pico (K = 8) apontou a formacdo de oito grupos (Figura 2), onde as
populacdes foram distribuidas da seguinte forma: a populacdo JEQ ficou isolada no primeiro
grupo (coloracgdo lilas), o segundo grupo foi formado pelas populagdes NIT, STE e SLU
(coloracdo amarela), as populagées UTI, MCH e MUC formaram o terceiro grupo (coloracao
vermelha), o quarto grupo foi formado pelas populacdes PAL e RCO (coloracdo verde), as
populacdes JAG e CNO formam o quinto grupo (coloracdo roxa), a populacdo SSE foi isolada
no sexto grupo (coloragdo azul escuro), o sétimo grupo foi constituido pelas populacbes SBA
e QUI (coloracdo azul clara) e o altimo grupo abarcou as populacbes FLO, TUC e JER
(coloracéo laranja).

O quarto pico sugeriu a formacéo de 12 grupos (K = 12), sendo o cenario com maior
miscigenacado entre as popula¢ées (Figura 2). O primeiro (coloracdo salméo) e segundo grupo
(coloracdo azul claro), foram constituidos por uma Unica populacdo cada, JEQ e NIT,
respectivamente. O terceiro grupo foi constituido pelas popula¢bes STE e SLU (coloragédo
vermelha), no quarto grupo ficaram as populagdes UTI e MUC. O quinto (coloracédo berinjela)
e sexto grupo (coloracgdo laranja), foram constituidos por apenas uma Unica populacdo cada,
MCH e RCO, concomitantemente. O sétimo grupo é formado pelas popula¢es JAG, SSE e
CNO (coloracao lilas). O oitavo (coloracdo amarelo) e nono grupo (coloragdo azul médio),
foram constituidos por apenas uma populacdo, SBA e FLO. As populagdes TUC e JER
formaram o décimo grupo (coloracdo azul royal), enquanto a populagdo QUI foi isolada no

décimo primeiro grupo (coloracdo verde), e a populacdo SBR no altimo grupo (coloracéo
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roxa). A populacdo PAL apresentou alto nivel de mistura, entre o sexto e oitavo grupo, ndo
sendo possivel definir em qual grupo se enquadra.

A anélise aponta, portanto, de acordo com a expressao dos picos obtidos, que o melhor
ajuste é aquele com a distribuicdo das 18 popula¢Ges em quatro grupos (K = 4), sendo que 0
maior grau de mistura ocorreu nas populagdes JEQ, TUC e SBR.

No dendrograma Neighbor-Joining gerado (Figura 3), as popula¢des também formaram
quatro clados, com constituicdo semelhante aquela apresentada na analise no STRUCTURE.
As populagdes de MUC, UTI, MCH, PAL e RCO, todas localizadas na Chapada Diamantina e
que apresentaram os indices de diversidade genética mais altos (I = 0,359 - 0,288; He = 0,237
- 0,188), formam o primeiro clado. A alta diversidade encontrada nessas populagdes ja era
esperada, visto que estdo localizadas em uma area que é conhecida pela grande variedade e
riqueza vegetal, oriundas das peculiaridades geograficas e ambientais que ocorrem nessa
regido.

O segundo clado foi formado pelas populagdes localizadas no norte do Estado da
Bahia, SSE, JAG e CNO, estando as duas Ultimas em subgrupo (Figura 2). A proximidade
entre essas trés populacdes pode estar relacionada a fatores como clima e tipo vegetacional do
local de origem, visto que todas estdo localizadas na mesma zona climatica (Clima Tropical
Brasil Central) e ocorrem em areas de Savana (vide capitulo 1). O terceiro clado é formado
por trés subgrupos, sendo o primeiro formado pelas populagdes SBA e QUI (Figura 3). O
segundo subgrupo é constituido pelas populacées JEQ e NIT, enquanto o terceiro é formado
por SLU e STE. Ressalta-se o fato que essas populacGes estdo nas proximidades e no ecotono
entre 0s biomas Caatinga e Mata Atlantica (vide capitulo 1), sendo considerada uma area de
tensdo ecoldgica e com caracteristicas ambientais peculiares (MENDES et al., 2010). Por isso,
ndo € raro que os ecdtonos sustentam populacdes e comunidades com caracteristicas distintas
das demais (ODUM, 1988).

As populacées localizadas no Nordeste da Bahia e na divisa com Pernambuco compée
o0 quarto clado: SBR, FLO, TUC e JER, as duas tltimas em subgrupo (Figura 2). Destaca-se
que essas populacdes apresentaram os menores valores de diversidade genética (I = 0,247 -
0,280; H = 0,162 - 0,186) e ocorrem em areas mais Umidas (estacdo seca com 3 a 5 meses de
estiagem) em comparacdo com as populac@es pertencentes aos demais clados. Possivelmente,
houve essa convergéncia devido as similitudes nos locais em que essas populacdes foram

encontradas, sendo uma delas a menor aridez do ambiente.
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POP2

Figura 3. Dendrograma Neighbor-Joining baseado na matriz de distancia genética de Nei para 18 populacdes de Lippia
origanoides Kunth., evidenciando a formacéo de quatro grupos. Feira de Santana, Bahia, 2018. POP01 = JEQ; POP02 = NIT;
POP03 = STE; POP04 = UTI; POP05 = PAL; POP06 = MCH; POP07 = MUC; POP08 = RCO; POPQ9 = JAG; POP010 =
SSE; POP011 = SBA; POP012 = CNO; POP013 = FLO; POP014 = TUC; POP015 = JER; POP016 = QUI; POP017 = SBR;
POP018 = SLU.

Apesar de algumas populacdes préximas permanecerem nos mMesmMoS (rupos, a
distancia geografica ndo influenciou a formacdo desses grupos, de acordo com o teste de
Mantel, como ja foi citado. Dessa forma, esses grupos representam a diversidade genética da
espécie que ocorre devido as diferentes pressdes ambientais causadas por diversos fatores
como relevo, clima e vegetacdo, indicando diferenciacdo genética adaptativa (COOP et al.,
2010).
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No gréafico de dispersdo feito através da analise de coordenadas principais (Figura 4),
observa-se a mesma relacdo entre as populagdes agrupadas nas duas técnicas anteriores, com
as populacdes formando quatro nlcleos na area do gréafico, que coincidem com 0s grupos
formados nas outras analises. No ndcleo formado entre os primeiros quadrantes ficaram as
populagdes localizadas no Nordeste da Bahia, SBR, FLO, TUC e JER. As populagdes mais
dispersas nesse grupo foram SBR e FLO, confirmando certo grau de miscigenagao
apresentado por elas na analise do STRUCTURE. O segundo grupo € visto entre o segundo e
terceiro quadrante, sendo formado pelas populagdes de MUC, UTI, MCH, PAL e RCO, sendo
esta Ultima a mais dispersa, confirmando-se com a maior miscigenacdo nesse grupo. As
populacdes SSE, JAG e CNO formaram o terceiro grupo localizado entre o terceiro e o quarto
quadrante. Por fim, o Gltimo grupo foi formado entre o quarto e o primeiro quadrante com as
populacdes SBA, QUI, JEQ, NIT, SLU e STE. As populacées JEQ e SBA foram as mais

dispersas e polimorficas (Figura 4).
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Figura 4. Gréfico de dispersdo baseado na Anélise de Coordenadas Principais (PCoA) para as 18 populacdes de
Lippia origanoides Kunth. Feira de Santana, Bahia, 2018. POP01 = JEQ; POP02 = NIT; POP03 = STE; POP04
= UTI; POP05 = PAL; POP06 = MCH; POP07 = MUC; POP08 = RCO; POP09 = JAG; POP010 = SSE;
POP011 = SBA; POP012 = CNO; POP013 = FLO; POP014 = TUC; POP015 = JER; POP016 = QUI; POP017 =
SBR; POP018 = SLU.

Diante do grau de estruturacdo genética encontrado, é necessario o planejamento
adequado de coletas de germoplasma da espécie, levando em consideracdo a distribuicdo
variante da diversidade genética entre as populacdes estudadas, para conservar de forma

correta a variabilidade genética da mesma.
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5.4 Propostas de manejo de germoplasma de L. origanoides com base nos resultados

O uso de marcadores moleculares do tipo ISSR foi Gtil para averiguar a diversidade
genética e o grau de estrutura genética entre as populacbes de L. origanoides. Esses dados
permitiram a formulagéo de proposi¢des que auxiliardo na obtencdo acertada de germoplasma
de L. origanoides na regido:

1) No geral para espécies que apresentam alta estruturacdo genética, como L. origanoides,
sugere-se um esforco de coleta voltado para um maior nimero de populacdes amostradas em
detrimento do numero de individuos amostrados por populacéo.

2) De acordo com a estruturacdo observada, sugere-se que as coletas da espécie devem ser
planejadas, de modo que seja obtido germoplasma em populac6es pertencentes aos diferentes
conjuntos génicos encontrados, representados pelos quatro grupos vistos nas analises de
estruturacdo genetica;

3) Dentro de cada conjunto génico, as populagdes com maiores valores de diversidade
genética e com loci exclusivos, devem ter preferéncia no plano de manejo de germoplasma da
espécie. Desse modo, no grupo 1 as populacdes de RCO e MUC tem prioridade na coleta de
germoplasma por apresentar maiores indices de diversidade genética e locus exclusivo,
respectivamente. No grupo 2 a populacdo JAG, por apresentar maior diversidade e locus
exclusivo, no grupo 3 a populagdo NIT, por maior diversidade genética, e no grupo 4 a
populacdo SBR, por possuir maior diversidade genética e l6cus exclusivo;

4) Durante a coleta, é indicada a obtencdo de amostras de espécimes com aspectos distintos e
localizados em microambientes diferenciados dentro da populacdo, esse material deve ser
colocado em amostras separadas e identificadas;

5) A éarea prioritaria para obter germoplasma da espécie na zona percorrida é a regido da
Chapada Diamantina. Possivelmente, essa regido é um centro de diversidade da espécie, pois
foi onde foram encontradas as populagdes com os indices mais altos de diversidade genética.
Além disso, essa regido vem sofrendo modificacdes rapidas devido a acdo antrOpica, sendo

preponderante a tomada de medidas para conservacdo dos recursos genéticos vegetais locais.
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6 CAPITULO IV

Variabilidade quimica dos 6leos essenciais de diferentes genotipos de Lippia origanoides

Kunth. coletados no Estado da Bahia
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Variabilidade quimica dos 6leos essenciais de diferentes gendtipos de Lippia origanoides

Kunth. coletados no Estado da Bahia

Emily Ver6nica Rosa da Silva Feijo; Lenaldo Muniz de Oliveira; Angelica Maria Lucchese

RESUMO. Lippia origanoides Kunth. € uma espécie medicinal e aromatica rica em Gleos
essenciais, que apresenta alta diversidade quimica, jA sendo descritos oito quimiotipos. A
diversidade quimica na espécie é ocasionada por fatores ambientais e genéticos, sendo
importante se identificar qual o percentual dessa variacdo que decorre de variagcdes genéticas e
ambientais. O objetivo desse estudo foi determinar a composi¢do quimica dos 6leos essenciais
de doze genotipos de L. origanoides, que formam a colecdo de germoplasma da espécie da
Universidade Estadual de Feira de Santana, coletados em municipios do Estado da Bahia e
cultivados sob as mesmas condicdes edafoclimaticas. As plantas matrizes foram propagadas
vegetativamente através de estacas apicais, posteriormente, seguiu-se o plantio definitivo no
solo, nas condi¢des de Feira de Santana, Bahia. O delineamento experimental utilizado foi em
blocos casualizados, com trés repeticdes e quatro plantas por repeticdo. Seis meses apos o
plantio, seguiu-se a coleta e secagem das folhas para extragdes dos 6leos essenciais por meio
da hidrodestilacdo. Nas extracGes foram utilizadas amostras de 100 g, compondo trés
repeticdes por genotipo. A identificagdo dos compostos foi realizada por CG/DIC e CG/EM e
os dados dos 20 compostos principais foram utilizados nas analises estatisticas. Foram
efetuadas a analise de agrupamento UPGMA e a analise das variaveis candnicas, utilizando
como medida de dissimilaridade a distancia generalizada de Mahalanobis (D?). Os resultados
permitiram classificar os genétipos em quatro grupos distintos: grupo 1, com timol como
componente majoritario (JEQ, NIT e SSE) e carvacrol (STE, RJA, JAG, SBA, SLU e TUC),
grupo 2, com canfora como majoritario (QUI), grupo 3, com E-cariofileno como majoritario
(SBR) e grupo 4, com cinamato de metila como majoritario (JER). A mesma formacéo foi
vista pela analise das Variaveis Candnicas, que explicou 99,33% da variacdo. Os compostos
mais importantes para discriminar os doze genotipos foram o E-cinamato de metila (52,70%),
Z-cinamato de metila (33,25%), limoneno (4,69%), canfeno (2,49%), canfora (2,46%) e a-
pineno (2,06%).

Palavras-chave: Colecdo de Germoplasma. Divergéncia Genética. RGVs. Quimiotipos.
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Chemical variability of essential oils in different genotypes of Lippia origanoides Kunth.

collected in the state of Bahia

Abstract. Lippia origanoides Kunth. is a medicinal and aromatic species rich in essential oils,
which presents high chemical diversity, and nine chemotypes have been described. The
chemical diversity in the species is caused by environmental and genetic factors, and it is
important to identify the percentage of this variation that results from genetic and
environmental variations. The objective of this study was to determine the chemical
composition of essential oils of twelve genotypes of L. origanoides, which form the collection
of germplasm of the State University of Feira de Santana, collected in municipalities of the
State of Bahia and cultivated under the same soil and climatic conditions. The seedlings were
vegetative propagated by apical cuttings, followed by permanent planting in the soil, under
conditions of Feira de Santana, Bahia. The experimental design was performed in randomized
blocks, with three replicates and four plants per replicate. Six months after planting, the leaves
were collected and dried for extraction of the essential oils by hydrodistillation. In the
extractions 100 g samples were used, composing three replicates per genotype. The
identification of the compounds was performed by GC/FID and GC/MS and the data of the 20
main compounds were used in the statistical analyzes. UPGMA cluster analysis and canonical
variables analysis were performed using the Mahalanobis generalized distance (D?) as a
measure of dissimilarity. The results allowed to classify the genotypes into four distinct
groups: group 1, with thymol as the major component (JEQ, NIT and SSE) and carvacrol
(STE, RJA, JAG, SBA, SLU and TUC), group 2, camphor (QUI), group 3, E-caryophyllene
(SBR) and group 4, methyl cinnamate (JER). The same formation was seen by the analysis of
the Canonic Variables, which explained 99.33% of the variation. The most important
compounds to discriminate the twelve genotypes were methyl E-cinnamate (52.70%), methyl
Z-cinnamate (33.25%), limonene (4.69%), camphene (2.49%), camphor (2.46%) and a-pinene
(2.06%).

Key-words: Collection of Germoplasm. Genetic Divergence. RGVs. Chemotypes.
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6.1 Introducgéo

Os metabdlitos secundarios sintetizados pelos vegetais, além da importancia bioldgica
para as plantas, possuem grande valor associado, devido as suas aplicacbes como
medicamentos, alimentos, cosméticos e defensivos agricolas (SIMOES e SPITZER, 2007). O
grupo de metabdlitos secundarios conhecido como 6leos essenciais tem se destacado pela
composi¢do quimica complexa, constituindo-se principalmente por derivados terpénicos e
fenilpropanoides de natureza volatil (OUSSALAH et al., 2007).

Espécies vegetais ricas em 6leos essenciais podem apresentar diferentes quimiotipos,
onde individuos da mesma espécie apresentam 0leos essenciais constituidos com substancias
majoritarias diferentes. O surgimento de quimiotipos pode ser causado por fatores genéticos
ou por influéncia ambiental (SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-NOVALES, 2012). As
pesquisas de caracterizagdo de germoplasma de espécies medicinais, utilizando os compostos
majoritarios dos Oleos essenciais como caracteristicas discriminantes, tém mostrado que é
frequente a ocorréncia de quimiotipos variados, quando gendtipos distintos sdo cultivados em
condicdes padronizadas, confirmando que a variagdo quimica esta relacionada com a
diversidade genética intraespecifica (JANNUZI et al., 2010; JESUS, 2012; SILVA, 2015). A
identificacdo dessa variacdo de cunho genético é de grande importancia para actes de pré-
melhoramento e melhoramento da espécie.

No Brasil, ocorrem naturalmente varias espécies do género Lippia Linn. (Verbenaceae),
popularmente conhecidas como alecrins, que possuem multiplos usos terapéuticos
reconhecidos (PIMENTA et al., 2007; BLANK, 2013). Trabalhando com a espécie Lippia
alba (Mill.) N.E.Brown., Jannuzi et al. (2010) fizeram a caracteriza¢do quimica de 16 acessos
da espécie, ap6s o cultivo uniformizado. Ao final foram identificados os quimiotipos citral-
limoneno, citral-mirceno, limoneno-carvona, citral, linalol, mirceno e linalol-limoneno,
demonstrando a variabilidade genética existente na espécie. Jesus (2012) identificou dois
quimiotipos em sete acessos cultivados da espécie Lippia gracilis Schauer., tendo o carvacrol
e o timol como constituintes majoritarios. A diversidade quimica dos Oleos essenciais
produzidos por Lippia origanoides Kunth. tem sido reportado em muitas pesquisas. Stashenko
et al. (2010) identificaram trés quimiotipos diferentes para L. origanoides: o quimiotipo A,
tendo como constituintes majoritarios o p-cimeno/o e B-felandreno/limoneno, o quimiotipo B

que apresenta o carvacrol como majoritario, e o quimiotipo C, que apresenta o timol numa
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porcentagem acima de 50%. Posteriormente, Veja-Vela et al. (2013), identificaram o0s
quimiotipos D (timol, abaixo de 30%), E (1,8-cineol/B-felandreno, p-cimeno/eucaliptol/timol
metil éter), F (timol metil éter/p-cymene/timol/y-terpineno). No Brasil, Ribeiro et al. (2014)
encontraram outro quimiotipo que apresenta o cinamato de metila e o E-nerolidol como
constituintes principais. Ja Tozin et al. (2015) encontraram o trans-cariofileno e o a-humuleno
como os constituintes majoritarios do 6leo essencial de L. origanoides.

Segundo Tozin et al. (2015), além da diversidade genética e resposta a estimulos
ambientais, a alta diversidade quimica em L. origanoides deve-se em parte a sinonimizacao
proposta por O'Leary et al. (2012), na qual o tdxon que presentemente é nomeado como L.
origanoides resulta da sinonimizacdo de 28 taxons que antes eram considerados espécies
distintas. Ressalta-se o fato que os estudos citados apontam a diversidade quimica da espécie
em populagdes crescidas em condigdes ambientais heterogéneas, ndo sendo possivel distinguir
se a varia¢do quimica € uma resposta ao ambiente ou se é resultado de diversificacdo genética
existente em L. origanoides.

Conhecer a diversificacdo de gendtipos da espécie apos cultivo normatizado permitira
produzir informac6es para a obtencdo de material vegetal mais adequado ao uso terapéutico,
tanto quanto ao cultivo em larga escala e melhoramento genético da espécie. Portanto, o
objetivo desse estudo foi conhecer a diversidade genética existente entre doze genotipos de L.
origanoides, que formam a colecdo de germoplasma da espécie na Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS), por meio da composicao quimica dos 6leos essenciais produzidos,

apos cultivo sob as mesmas condi¢des edafoclimaticas.

6.2 Material e métodos
6.2.1 Material vegetal

A colecdo de germoplasma de L. origanoides foi estabelecida na Unidade
Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEHF/UEFS),
em Feira de Santana, Bahia, Brasil. A cidade esta localizada entre as coordenadas 12° 15’ 24”
S e 37° 57° 53” W, com altitude de 230 m, indice pluviométrico anual aproximado dos 900
mm e temperatura média anual de 24 °C. A cole¢do é formada por doze gendtipos, oriundos

de diferentes localidades (Tabela 1).



Tabela 1. Municipio de origem, sigla de identificacdo, coordenadas geograficas e altitude dos sitios de coleta dos

12 acessos da colecdo de germoplasma de Lippia origanoides Kunth. Feira de Santana, Bahia, 2018.

Municipio/Estado Sigla de Longitude Latitude Altitude
identificacéo O) (S) (m)
Santa Terezinha/BA STE 39°32'14,8" 12°35'46,8" 140
Jequié¢/BA JEQ 40°03'28,6" 13°45'54,0" 346
Nova Itarana/BA NIT 39°56'05,6" 12°58'22,0" 526
Quixabeira/BA QuUI 40°07'39,1" 11°20'03,9" 396
Riachdo do Jacuipe/BA RJA 39°26'12,6" 11°46'54,6" 193
Santa Brigida/BA SBR 38°15'43,9" 09°50'16,4" 397
Jaguarari/BA JAG 40°13'58,0" 10°05'20,4" 543
Santa Barbara/BA SBA 38°58'15,5" 12°01'04,5" 270
Santaluz/BA SLU 39°24'50,0" 11°12'30,4" 348
Sento Sé/BA SSE 41°53'06,0" 09°44'45,0" 400
Jeremoabo/BA JER 38°17'54,4" 10°13'35,7" 227
Tucano/BA TUC 38°49'23,7" 11°01'25,5" 354

As plantas matrizes de cada acesso foram propagadas vegetativamente através de
estacas apicais, que foram mantidas em casa de vegetacdo sob nebulizacdo intermitente, até o
periodo do plantio definitivo no solo. O delineamento experimental utilizado foi em blocos
casualizados, com trés repetices e quatro plantas por repeticdo, totalizando 12 plantas por
acesso, sendo que cada acesso foi considerado um tratamento. O experimento foi realizado no
Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana, entre Setembro de 2015 e
Fevereiro de 2016. As mudas foram plantadas em covas com dimens@es de 20 x 20 x 20 cm,
em espacamento de 2,0 m entre linhas e 1,0 m entre plantas. O solo do plantio foi preparado
previamente com capina e adubacéo, adicionando-se 0,5 L de esterco bovino curtido por cova.
Posteriormente ao plantio, realizou-se irrigacdo em dias alternados e capinas manuais, sempre
gue necessario.

A coleta das amostras foliares foi realizada seis meses apds o plantio, foram coletadas
folhas de trés plantas por genotipo, em cada um dos trés blocos. Apds a coleta, as folhas
foram secas a temperatura ambiente em local sombreado. Em seguida, foram pesadas

amostras de 100 g, para as extra¢des de 6leo essencial.

6.2.2 Extracdo e andlise da composi¢do quimica dos 6leos essenciais
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Os Oleos essenciais foram obtidos através de extracdo em Aparelho de Clevenger,
utilizando-se 100 g de matéria foliar seca por bloco, com trés repeticbes. O processo de
extracdo durou trés horas, contadas a partir da condensacao da primeira gota de 6leo (SILVA,
2012). Finalizado esse periodo, os 6leos essenciais de cada gendtipo foram separados com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur e armazenados em frascos de vidro escuro. As amostras de
6leo essencial foram mantidas no freezer (-5°C) até a realizag8o da anélise quimica.

A analise da composicdo quimica dos 6leos essenciais foi realizada por Cromatografia
Gasosa, empregando-se cromatografos a gas com Detector de lonizagdo em Chama (CG/DIC)
e acoplado a Espectrémetro de Massas (CG/EM). Na analise por CG/DIC foi utilizado
Cromatégrafo Varian® CP-3380, equipado com detector de ionizacdo de chama (DIC) e
coluna capilar Chrompack CP-SIL 5 (30 m x 0,5 mm, com espessura do filme de 0.25 pm),
temperatura do injetor de 220°C e do detector de 240°C, hélio como géas de arraste (1 mL
min-1), com programa de temperatura do forno de: 60°C a 240°C (3°C min-1), 240°C (20
min). As analises por CG/EM foram realizadas em Cromatografo Shimadzu® CG-2010
acoplado a Espectrometro de Massas GC/MS-QP 2010 Shimadzu®, coluna capilar DB-5ms
(30 m x 0,25 mm, com espessura de filme 0.25 um), temperatura do injetor 220°C, gas de
arraste hélio (1 mL/min), temperatura da interface de 240°C, temperatura da fonte de
ionizacdo de 240°C, energia de ionizacao 70 eV, corrente de ionizacdo: 0,7kV e programa de
temperatura do forno: 60°C a 240°C (3°C/min), 240°C (20 min). Antes da injecéo,
aproximadamente 0,025 g de cada amostra de dleo essencial foi pesada em balanca analitica e
diluida em 1500 uL do solvente diclorometano. O volume de 0,2 pL desta solugdo foi
injetado, sob as mesmas condicGes supracitadas, no CG/DIC e no CG/EM, com razéo de split
de 1:100. Os componentes foram identificados através da comparacédo dos tempos de retencdo
dos espectros de massas obtidos com os da biblioteca do equipamento. A identificacdo dos
constituintes foi realizada através do indice de Kovats (1K), obtido pela co-injecdo da amostra
a ser analisada com uma série homéloga de n-alcanos. Todos os procedimentos concernentes
a extracdo e identificacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais foram realizados nas
dependéncias do Laboratorio de Produtos Naturais (LAPRON) do Departamento de Ciéncias
Exatas da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

6.2.3 Andlises Estatisticas
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Os resultados foram analisados por meio de técnicas de analise multivariada, como
analise de agrupamento, variaveis canbnicas e importancia relativa das caracteristicas. Foi
utilizada a distancia de Mahalanobis como medida de dissimilaridade para a analise de
agrupamento. A formacdo dos grupos foi realizada por meio do método hierarquico
Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average (UPGMA). Para estabelecer o
corte no dendograma foi utilizado o método de Mojema (1977), que faz uma definicdo
estatistica para o numero de grupos formados em métodos hierarquicos. A importancia
relativa das varidveis para a divergéncia genética foi determinada de acordo com Singh
(1981). Todas as técnicas multivariadas empregadas foram realizadas pelo programa GENES
(CRUZ, 2013).

6.3 Resultados e Discussao

O percentual de identificacdo total dos constituintes dos Oleos essenciais analisados
variou de 90,72 a 99%, demonstrando que a técnica utilizada foi eficaz na discriminacéo e
reconhecimento dos compostos quimicos (Tabela 2). Os resultados mostraram que o0s 6leos
essenciais da espécie sdo constituidos de terpenos, especificamente mono e sesquiterpenos,
com maior porcentagem de monoterpenos em todos 0s genotipos, com valores oscilando de
59,68 a 78,92%, enquanto o percentual de sesquiterpenos variou de 19,72 a 33,95% (Tabela
2). Oleos essenciais com maior proporcdo de monoterpenos também foram encontrados em
outros estudos com L. origanoides (BETANCUR-GALVIS et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2007). Houve variacdo na composicdo quimica dos 0Oleos essenciais, sendo identificado um
total de 53 compostos, distribuidos entre os 6leos essenciais dos 12 genotipos avaliados
(Tabela 2). Os vinte principais compostos encontrados na analise quimica foram o a-tujeno,
a-pineno, canfeno, B-mirceno, p-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, y-terpineno, linalol, canfora,
terpinen-4-ol, timol éter metilico, timol, carvacrol, E-cinamato de metila, Z-cinamato de
metila, E-cariofileno, a-humuleno, biciclogermacreno e 6xido de cariofileno. A presenca e
proporcao desses componentes definiram a distribuicdo dos genotipos mais similares em

quatro grupos nas duas técnicas de analise multivariada que foram empregadas.



Tabela 2. Percentual dos compostos encontrados nos Oleos essenciais obtidos
origanoides Kunth. Feira de Santana, BA, 2018.
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de 12 gendtipos de Lippia

Composto IKit  lkae STE  JEQ NIT QUI RJA SBR JAG SBA SLU SSE JER TUC
a-tujeno 939 929 1,19 092 0,70 031 1,06 t 078 122 090 045 t 0,91
a-pineno 939 937 | 044 044 051 211 036 1610 034 058 068 041 245 0,27
canfeno 954 959 | 0,69 T 061 1023 034 089 - t 2,21 - - t
sabineno 975 976 t t 011 041 - - - 0,10 t - - 2,39
B-pineno 979 980 | 021 0,06 020 099 014 081 t 022 032 t 013 0,12
f-mirceno 990 990 | 237 327 268 196 266 140 252 237 200 261 065 2,28
a-felandreno 1002 1005 t t t - 0,17 t 0,05 t t 0,72 000 016
§-3-careno 1011 1012 t t - - t - - t t - - t
a-felandreno+3-3- 1002/

careno 1011 1007 - - - - - - - - - - 5,19 -
a-terpineno 1017 1018 | 154 1,08 096 026 2,02 t 152 150 1,02 - - 1,69
p-cimeno 1024 1026 | 12,97 8,09 7,24 350 1597 457 1450 13,18 10,80 855 066 12,29
limoneno 1029 1031 | 045 042 052 324 042 171 035 032 067 039 058 0,29
f-felandreno 1029 1033 t 0,07 - - 0,11 t t - t 0,21 t -
1,8-cineol 1031 1034 | 059 189 1,79 247 036 t t 159 059 025 022 011
E-B-ocimeno 1050 1049 t - - t - 087 021 0,23 - 0,35 t t
y-terpineno 1059 1061 | 7,19 4,07 35 263 1043 308 795 693 553 235 106 9,67
terpinoleno 1088 1093 - - - 0,99 - - t - t t 1,48 t
hidrato de cis-

sabineno 1070 1071 - 0,35 - - - - - - - - - -
linalol 1098 1098 | 038 041 0,79 144 041 087 026 044 374 t 022 017
ipsdienol 1145 1146 - - - - 0,26 - t 0,29 - - - 0,27
canfora 1146 1146 - - - 20,87 0,53 t t - 3,91 t t t
borneol 1169 1169 | 1,41 - 1,22 5,44 0,28 t - - 111 t t t
terpinen-4-ol 1177 1178 | 0,56 0,60 0,57 0,37 0,61 t 0,67 0,49 0,40 0,68 t 0,67
a-terpineol 1188 1191 | 0,14 0,27 0,27 0,29 0,00 t t 0,28 011 t t t
timol, éter metilico 1235 1235 | 3,63 4,65 0,5 1,19 2,79 1,77 1,71 2,37 3,95 2,71 t 5,38
neral 1238 1240 - - - - - 1,82 - - - - t -
geranial 1267 1269 - - - - - - - - - - t -
acetato de linalol 1257 1259 - - - - - 0,63 - - - - - -
timol 1290 1291 | 420 62,33 6141 7,00 5,22 1,14 5,64 5,54 2,29 7592 0,69 4,66
carvacrol 1299 1303 | 49,78 0,69 057 1295 4736 835 57,28 47,31 3948 044 0,44 54,61
acetato de carvacrol 1376 1372 t - - - - 1,84 t - t - - 1,54
acetato de timol 1352 1355 - - 2,09 - - - - - - - - -
E-cinamato de metila | 1378 1387 - - - - - - - - - - 65,47 -
Z-cinamato de metila | 1299 1306 - - - - - - - - - - 6,83 -
a-copaeno 1376 1382 - - - 0,84 - 2,11 - - 0,22 - t t
acetato de geranila 1381 1387 - - - - - 3,53 - - - - - -
B-elemeno 1390 1397 - - - 0,76 - - - - t - - -
E-cariofileno 1419 1423 | 4,23 4,84 8,43 6,99 321 20,39 1,77 6,47 8,99 1,57 4,38 0,61
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aromadendreno 1441 1443 0,5 0,40 0,37 0,19 0,38 0,49 0,55 t

allo-aromadendreno 1460 1463 0,49

a-humuleno 1454 1457 | 0,26 039 044 062 029 190 0,2 036 050 024 126 1,70

germacreno D 1485 1487 0,53 t 0,21

aromadendrano,

dehidro 1462 1465 1,36

amorfa-4,7(11)-dieno | 1481 1481 1,26

viridifloreno 1496 1491 | 097 064 057 055 0,68 013 139 077 0,08 t

biciclogermacreno 1500 1497 | 1,71 0,59 0,85 4,7 090 336 0,08 226 3,79 t 0,15 t

B-bisaboleno 1505 1515 1,57 0,86

3-cadineno 1523 1526 2,45 0,56

espatulenol 1578 1580 | 0,64 037 023 133 047 t 021 099 093 t t

6xido de cariofileno 1583 1586 | 0,82 1,09 101 116 08 112 081 110 160 0,79 231 013

viridiflorol 1592 1595 | 0,19 043 t 012 015 258 t 0,23 029 t t t

guaiol 1600 1602 0,28 1,42 0,40

cubenol 1646 1647 1,79 0,79
Porcentagem de monoterpenos 72,01 71,20 6790 61,77 7126 59,68 73,64 70,01 66,70 7892 62,68 70,71
Porcentagem de sesquiterpenos 25,04 27,12 3055 32,35 2715 31,03 2343 26,67 3056 19,72 3395 28,28

Total de compostos identificados 97,06 98,34 98,47 9414 98,43 90,72 97,00 96,69 97,28 98,66 96,65 99,00

*t — tragos, - auséncia

No dendrograma formado pelo método de agrupamento UPGMA, com base na
distancia de Mahalanobis (D?), com ponto de corte a 2,16, segundo critério de Mojema
(1977), foram formados quatro grupos (Figura 1). O primeiro grupo foi formado pelos
gendtipos NIT, SSE, JEQ, JAG, TUC, RJA, STE, SBA, SLU, distribuidos em trés subgrupos.
O primeiro subgrupo foi formado pelos genotipos NIT, SSE e JEQ. O componente majoritario
dos d6leos essenciais produzidos por esses gendtipos foi o timol (61,41 a 75,97%) seguido do
p-cimeno (7,24 a 8,55%). Também sdo encontrados valores consideraveis de B-mirceno, y-
terpineno e E-cariofileno.

Apesar de diferir dos demais genotipos por apresentarem o timol como constituinte
majoritario, os genotipos desse subgrupo possuem quantidades relevantes de p-cimeno e y-
terpineno, semelhantemente aos demais gendtipos inclusos no primeiro grupo, fato que os
levou a formarem apenas um subgrupo e ndo outro grupo separado. O segundo subgrupo
constituido dos genotipos JAG, TUC e RJA, apresentam &leos essenciais com o carvacrol
como composto majoritario (47,36 a 57,28%), acompanhado do p-cimeno (12,29 a 15,97%),
y-terpineno (7,95 a 10,43%) e timol (4,66 a 5,22%). Os gendtipos STE, SBA e SLU formam o
terceiro subgrupo, com o carvacrol como constituinte majoritario (39,48 a 49,78%), em

seguida 0 p-cimeno (10,80 a 13,18%) e o y-terpineno (5,53 a 7,19%). Apesar de apresentar
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praticamente 0s mesmos compostos majoritarios do subgrupo anterior, esses genotipos
apresentaram menores quantidades de carvacrol, p-cimeno ¢ y-terpineno em comparagdo com
0 segundo subgrupo. Além disso, esse subgrupo apresenta maior porcentagem de E-
cariofileno (4,23 a 8,99%), biciclogermacreno (1,71 a 3,79%) e oxido de cariofileno (0,82 a
1,60%). O segundo grupo formado foi constituido apenas pelo gendtipo QUI, que tem como
constituintes principais a canfora (20,87%), carvacrol (12,95%) e canfeno (10,23%). O 6leo
essencial desse gendtipo também tem valores consideraveis de timol (7%) e E-cariofileno
(6,99%). O gendtipo SBR formou o terceiro grupo, diferentemente dos demais o 0leo
essencial desse genotipo é rico em E-cariofileno (20,39%) e a-pineno (16,1%). O ultimo
grupo foi constituido pelo gendtipo JER que apresentou éleo essencial com alta porcentagem
de E-cinamato de metila (65,47%). Outros compostos com valores consideraveis foram o Z-
cinamato de metila (6,83%) e o E-cariofileno (4,38%) (Figura 1).

LO003
LOO10
LO002
L0007
LO012
LO00S
L0001
LO00Z
LO00S

Looos —.

LOO11

Figura 1. Dendrograma de dissimilaridades genéticas entre 12 gendtipos de Lippia origanoides Kunth., obtido
pelo método de UPGMA, com base na composicdo quimica dos oOleos essenciais, utilizando-se a distancia
generalizada de Mahalanobis (D?). LO001 — STE, LO002 — JEQ, LO003 — NIT, LO004 — QUI, LO005 — RJA,
LO006 — SBR, LO007 — JAG, LO008 — SBA, LO009 - SLU, LO010 — SSE, LO011 - JER, LO012 — TUC. Feira
de Santana, Bahia, 2018.

A formacdo dos quatro grupos foi similar nos resultados obtidos pela técnica das
variaveis candnicas. Novamente, os genotipos STE, JEQ, NIT, RJA, JAG, SBA, SLU, SSE e
TUC formam o primeiro grupo, onde pode-se perceber a sobreposicdo dos pontos devido a
menor dissimilaridade genética entre esses genotipos (Figura 2). Os genotipos com a
composicdo quimica mais diferenciada e, consequentemente, maior dissimilaridade genética,

QUI, SBR e JER formam respectivamente o segundo, terceiro e quarto grupos (Figura 2).
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Figura 2. Dispersdo gréafica dos escores em relagdo aos eixos representativos das variaveis candnicas (VC1, VC2,
VC3) relativos aos 20 caracteres avaliados em 12 genétipos de Lippia origanoides Kunth. ap6s cultivo
padronizado. 01 — STE, 02 — JEQ, 03 — NIT, 04 — QUI, 05 — RJA, 06 — SBR, 07 — JAG, 08 — SBA, 09 - SLU, 10
—SSE, 11 - JER, 12 — TUC. Feira de Santana, Bahia, 2018.

Na analise baseada nas varidveis candnicas, as trés primeiras variaveis explicaram
99,33% da variacdo total entre os genétipos estudados, sendo a primeira variavel canbnica
(influenciada pelos compostos Z-cinamato de metila, a-tujeno, a-pineno, canfeno e canfora)
responsavel por 93,45%, a segunda variavel canonica (influenciada pelos compostos
limoneno e linalol) por 4,71% e a terceira variavel canbnica (influenciada pelo composto E-
cinamato de metila) por 1,17%, demonstrando a eficacia dessa técnica aplicada nesse estudo,
pois a utilizacdo dessa técnica é confiavel no estudo de divergéncia genética quando as duas
primeiras variaveis explicam mais de 80% da divergéncia genética (CRUZ e REGAZZI,
2001).
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Os compostos mais importantes para discriminar os doze gendtipos, de acordo com o
método de Singh (1981), foram E-cinamato de metila (52,70%), Z-cinamato de metila
(33,25%), limoneno (4,69%), canfeno (2,49%), canfora (2,46%) e a-pineno (2,06%), juntos
esses compostos contribuiram com 97,65% da divergéncia genética. Os demais compostos
apresentaram pouca influéncia na separacdo dos grupos, principalmente o composto 1,8-
cineol que contribuiu menos, com apenas 0,01%, podendo ser descartado em outros estudos

de divergéncia genética da espécie (Figura 3).

M a-tujeno
W o-pineno
M canfeno

M b-mirceno
M p-cimeno
M limoneno

M 1,8-cineol

M y-terpineno
M linalol

M canfora

M terpinen-4-ol

timol, éter metilico

o timol
M carvacrol

E-cinamato de metila

\ M Z-cinamato de metila
52,70%

E-cariofileno
a-humuleno
biciclogermacreno

6xido de cariofileno

Figura 3. Contribuicéo relativa (%) dos compostos avaliados para a divergéncia entre os 12 acessos de Lippia
origanoides Kunth. apés o cultivo padronizado. Feira de Santana, Bahia, 2018.

Oleos essenciais ricos em timol, como apresentado pelos gen6tipos JEQ, NIT e SSE,
que formam um subgrupo do primeiro grupo do dendrograma, j& foram reportados para a
espécie em outros estudos. A presenca desse monoterpeno € tdo ocorrente na composicdo do
6leo essencial da espécie que além do quimiotipo C, proposto por Stashenko et al. (2010) com
proporcao de cerca de 56% de timol, Vega-Vela et al. (2013) propuseram a defini¢do de outro
quimiotipo para a espécie, onde o timol era o composto majoritario, entretanto, com

proporg¢do de até 30%. A composic¢do quimica apresentada pelos genotipos JEQ, NIT e SSE é
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similar ao quimiotipo C proposto por Stashenko et al. (2010), visto que alem da alta
proporcdo de timol, apresentam valores de p-cimeno e y-terpineno similares aos descritos
pelos pesquisadores. O quimiotipo C também foi encontrado por distintos pesquisadores em
outros paises da América Central e do Sul (VICUNA et al., 2009; SABINO et al., 2012;
MARTINEZ-NATAREN et al., 2014).

A ocorréncia do carvacrol como composto majoritario no Oleo essencial de L.
origanoides, como visto nos demais subgrupos do primeiro grupo formado no dendrograma, é
recorrente na literatura cientifica. Stashenko et al. (2010) descreveram esse quimiotipo rico
em carvacrol, p-cimeno e y-terpineno em estudo desenvolvido com a espécie na Colémbia. O
mesmo quimiotipo foi encontrado por Sabino et al. (2012) discriminando quimiotipos de L.
origanoides ocorrentes na Guatemala. Além dessa pesquisa, a ocorréncia desse quimiotipo no
Brasil foi reportada em outros estudos (DOS SANTOS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007,
SARRAZIN et al., 2015).

Contudo, nenhum estudo sobre a diversidade fitoquimica de L. origanoides reportou a
ocorréncia da canfora seguida do carvacrol como componentes principais do 0leo essencial,
como Visto no genotipo QUI, fato que pode indicar que esse genotipo pertence a determinado
quimiotipo que ainda era desconhecido para a espécie. Outras espécies do género Lippia Linn.
Apresentam o monoterpeno canfora nos 6leos essenciais produzidos, como Lippia dulcis
Trevir. (ADAMS e OLIVEIRA, 2016), Lippia alba Mill. N. E. Brown. (TOMAZONI et al.,
2016) e Lippia grata Schauer (JESUS, 2012).

O gendtipo SBR, rico em E-cariofileno e a-pineno, que formou o terceiro grupo no
dendrograma, também apresentou 6leo essencial com composicdo quimica diferente dos
padrdes conhecidos para L. origanoides. Esses compostos sdo recorrentes na composicao
quimica dos 6leos essenciais da espécie, mas ndo na proporcdo que foi encontrada nesse
gendtipo (DOS SANTOS et al., 2004; STASHENKO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2014). A
composicdo mais proxima foi encontrada por Tozin et al. (2015), que encontraram individuos
da espécie que apresentaram Oleo essencial com o trans-cariofileno como composto
majoritario, entretanto, os percentuais de trans-cariofileno eram mais altos (33,7 - 60,6%),
além disso, os percentuais de a-pineno apresentados eram mais baixos (0,5 - 4,2%).

O E-cinamato de metila foi um dos componentes majoritarios do quimiotipo da
espécie descrito por Ribeiro et al. (2014), semelhante ao 6leo essencial produzido pelo
genotipo JER. Entretanto, a propor¢do do composto foi mais baixa (26,6%) do que a
quantidade apresentada no gendtipo LOO011 (65,47%). Segundo Ribeiro et al. (2014) L.
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origanoides é uma espécie medicinal promissora devido aos distintos dleos essenciais que
apresentam varias aplicacdes terapéuticas.

Todos o0s compostos majoritarios encontrados nos Oleos essenciais obtidos dos
genotipos avaliados da espécie apresentam atividades biolégicas comprovadas. Botelho et al.
(2007) comprovaram a acdo antimicrobiana do 6leo essencial rico em timol da espécie,
indicando a utilizacdo do mesmo na producdo de antisépticos bucais. As acGes antiflngica e
anti citotoxica desse quimiotipo foi confirmada no trabalho de Betancur-Galvis et al. (2011).
As atividades antibacteriana e antioxidante dos 6leos essenciais pertencentes ao quimiotipo
rico em carvacrol foram confirmadas, bem como, a baixa toxicidade do 6leo, indicando seu
possivel uso nas industrias farmacéuticas e alimenticia (DOS SANTOS et al, 2004;
SARRAZIN et al., 2015). O dleo essencial da espécie Lippia grata Schauer, rico em canfora,
demonstrou agdo analgésica eficiente no tratamento de dor orofacial em testes feitos com
ratos (SIQUEIRA-LIMA et al., 2014). O sesquiterpeno E-cariofileno tem agdo anti-
inflamatdria reconhecida e o a-pineno apresenta acdo antibacteriana confirmada (LEITE et
al., 2007; MICHIELIN, 2009). O cinamato de metila mostrou acdo acaricida no estudo
desenvolvido por Lara (2016), se mostrando como opc¢éo vidavel no quesito ambiental ao
combate de carrapatos.

Pesquisas que avaliaram a diversidade quimica intraespecifica em L. origanoides
apontam as discrepancias na composicdo dos 6leos essenciais como resposta a diferentes
ambientes, solos e estacdes (STASHENKO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2014; TOZIN et al.,
2015). Todavia, as diferencas na composicdo dos Oleos essenciais obtidos nessa pesquisa
indicam que a diversidade quimica é consequéncia da diversidade genética existente entre 0s
doze genotipos avaliados, visto que o experimento foi conduzido sob o mesmo solo, no
mesmo periodo e sob as mesmas condi¢bes climaticas (SILVA, 2015). Apds o cultivo
padronizado também foi confirmada variabilidade genética entre genotipos das espécies
Lippia alba Mill. N. E. Brown. (TOMAZONI et al., 2016) e Lippia gracilis Schauer. (JESUS,
2012), com base na composicdo quimica dos Oleos essenciais. A alta variabilidade genética
encontrada no género pode ser ocasionada pela forma de reproducdo alogamica e ocorréncia
comum de hibridizacdes (MAIA et al., 2005; RUFINO et al., 2010).

Quanto a variacdo fitoquimica encontrada em L. origanoides, Tozin et al. (2015)
destacam que a causa pode ser taxondmica. Pois segundo os autores, o elevado numero de
quimiotipos encontrados na espécie resulta-se da sinonimizacdo proposta por O'Leary et al.

(2012), na qual o taxon que no presente é conhecido como L. origanoides resulta da
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sinonimizacdo de 28 taxons que antes eram considerados espécies separadas. Diante de
problemas taxondmicos, o conhecimento acerca dos componentes principais que ocorrem nos
6leos essenciais de uma espécie, pode ser usado como ferramenta na classificacdo mais
acertada, fato que reforca ainda mais a necessidade de conhecer a completude fitoquimica de
L. origanoides.

Como recurso genético vegetal, L. origanoides deve ter sua diversidade genética
conhecida e conservada, de modo que seja utilizada da melhor forma possivel. De acordo com
Jannuzi et al. (2010), espécies com elevada diversidade genética, comum em plantas nativas
ainda ndo domesticadas, tem mais chances de serem objeto de melhoramento genético bem
sucedido, pois é possivel a selecdo de gendtipos superiores de acordo com a demanda
apresentada (JANNUZI et al., 2010). A selecdo de genotipos com base nesses dados
fitoquimicos podera gerar materiais superiores para o cultivo, aliado a possibilidade de

producdo de matéria prima padronizada para atender aos interesses industriais.

6.4 Conclusao

A analise da composicdo quimica dos Oleos essenciais obtidos de doze gendétipos de
Lippia origanoides Kunth., ap6s cultivo padronizado, mostrou diferencas qualitativas,
indicando a existéncia de diversidade genética entre eles. As técnicas multivariadas utilizadas
mostraram a formacao de quatro grupos distintos de acordo com a similaridade genética entre
eles. Os componentes majoritarios encontrados nos gendétipos foram o timol (JEQ, NIT e
SSE), carvacrol (STE, RJA, JAG, SBA, SLU e TUC), canfora (QUI), E-cariofileno (SBR) e
cinamato de metila (JER). Dessa forma, o presente estudo contribuiu para ampliar o
conhecimento sobre a espécie, bem como embasar um programa de pré-melhoramento
genético da mesma, com vistas a selecdo de genotipos com Oleos essenciais de composicao

desejada.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Essa tese procurou caracterizar 0s recursos genéticos de Lippia origanoides Kunth.
Atraveés de diferentes aspectos do germoplasma e também descrever os locais de ocorréncia
natural da espécie no Estado da Bahia, com o intuito de gerar informac@es que auxiliardo na
conservacao, melhoramento genético e cultivo da mesma. A ideia do estudo ecogeografico
(Cap. 1) surgiu ap6s o levantamento dos locais que a espécie ja havia sido encontrada, com a
finalidade de estabelecer sitios para obtencdo de germoplasma. Diante do elevado nimero de
sitios levantados, sobreveio o0 questionamento se a espécie ocorreria em ambientes especificos
ou se ela sobreviveria em condigbes ambientais variaveis. Por tratar-se de uma espécie
aromatica com alta variabilidade fitoquimica, indagacdes sobre possiveis variagdes na
composicao quimica dos 0leos essenciais produzidos pelas diferentes populacdes e da relacao
entre ocorréncia de quimiotipos e influéncia ambiental também foram levantadas.

As populacbes amostradas apresentaram 0Oleos essenciais com composicdo quimica
diversificada, sendo encontrados 6leos essenciais pertencentes a quimiotipos ja descritos para
a espécie, como aqueles ricos em carvacrol e timol, e também &leos essenciais ricos em
constituintes ainda ndo encontrados para a espécie, como canfora, linalol, elemenol, acetato
de linalol. O estudo demonstrou que L. origanoides ocorre em ambientes com caracteristicas
distintas, mas prioritariamente em areas aridas e de solos acidos. Apesar de sobreviver em
ambientes com solos de niveis nutricionais distintos, a qualidade dos 0Oleos essenciais da
espécie parece sofrer influéncia dessas varidveis. Esses resultados confirmam a baixa
exigéncia hidrica e nutricional da espécie, permitindo o delineamento de cultivos adequados,
poupando o investimento em recursos desnecessarios no cultivo da espécie. Além disso,
incentivam o desenvolvimento de outras pesquisas sobre investigacdo fitoquimica em L.
origanoides e de formas de adubacdo da espécie para producdo de éleos com constituintes
especificos.

Os capitulos 2 e 4, que trataram respectivamente da caracterizacdo morfo-agronémica
e fitoquimica dos acessos da colecdo de germoplasma de L. origanoides da Universidade
Estadual de Feira de Santana, foram de extrema importancia por mostrar a diversidade
genética da espécie que esté conservada na colegdo. A caracterizagdo morfo-agronémica serve
como base para pesquisas futuras que utilizardo esses acessos no melhoramento genético da

espécie. Os gendtipos JAG, TUC e SSE apresentaram os valores mais altos na producgéo de



149

6leo essencial, sendo potenciais gendtipos para uso no melhoramento genético da espécie,
visando o aumento da producédo de 6leo essencial. Os acessos JAG e TUC apresentam 6leos
essenciais ricos em carvacrol, enquanto o acesso SSE é rico em timol. A caracterizacéo
fitoquimica dos acessos € imprescindivel em cole¢es de germoplasma de espécies aromaticas
como L. origanoides, pois permite o uso direto dos produtos oriundos do germoplasma ja
devidamente caracterizado, como em testes de atividades biolégicas com os 6leos essenciais
produzidos. Entre os 12 gen6tipos caracterizados foram identificados 6leos essenciais ricos
em carvacrol, timol, canfora, E-cariofileno e cinamato de metila.

A caracterizacdo fitoquimica também elucidou questionamentos acerca da estabilidade
fitoquimica dos acessos cultivados em Feira de Santana. A maioria dos acessos cultivados
apresentou Oleo essencial com constituicdo quimica parecida com aquela obtida dos 6leos
essenciais oriundos de amostras das populagdes selvagens, indicando certa estabilidade.
Apenas as populagbes QUI, SBR e JER apresentaram 6leos essenciais com composicao
quimica diferente ap0os o cultivo. Em ambiente natural, a populacdo de QUI apresentou 6leo
essencial com o carvacrol como constituinte majoritario, seguido do constituinte canfora, apos
o0 cultivo o 0leo essencial teve como composto majoritario a canfora. As amostras obtidas na
expedicdo de coleta da populacdo SBR apresentaram Oleo essencial rico em linalol,
posteriormente o cultivo, esse acesso apresentou o E-cariofileno como principal constituinte
do 6leo essencial. Por fim, a populacdo natural de JER apresentou éleo essencial com o E-
cariofileno como composto majoritario, e apds o cultivo 6leo essencial rico em cinamato de
metila.

As plantas matrizes de alguns acessos obtidos nas coletas ndo sobreviveram nas
condicBes ambientais de Feira de Santana, ndo sendo possivel a entrada dessas amostras na
colecdo de germoplasma da espécie. Possivelmente, esse fato esteja relacionado com a
diferenca de altitude entre os lugares de origem das amostras e a altitude de Feira de Santana,
visto que todas as mudas oriundas de locais de elevada altitude, principalmente na Chapada
Diamantina, ndo sobreviveram. Outras formas de propagacdo devem ser testadas
posteriormente, para que esses acessos possam ser incluidos na colecdo de germoplasma e
caracterizados devidamente.

O estudo da diversidade e estrutura genética em populacGes naturais de L. origanoides
(Cap. 3), com a finalidade de quantificar a variacéo inter e intrapopulacional, mostrou que a
espécie apresenta elevado indice de estruturagdo entre as populagdes. Esses resultados

auxiliam diretamente na conservagdo de germoplasma da espécie, permitindo que seja tragado
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um plano de obtencdo de germoplasma adequado. Diante da elevada estruturacdo indica-se
que sejam feitas coletas em populagdes pertencentes aos conjuntos génicos diferentes, dessa
forma a colecdo de germoplasma representara ao maximo a diversidade da espécie. Apesar
dos diferentes grupos formados indicando elevada estruturacdo genética, as populacdes
localizadas na Chapada Diamantina registraram os maiores indices de diversidade, apontando

que maiores esforgos de coleta devem ser direcionadas nessa regiao.
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