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SCHOCKEN, Natalie Regina Leéz Schocken, Obtencao de quimiotipos hibridos de
Lippia alba (Mill) N.E. Brown. 2007. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em Agricultura
Tropical e Subtropical, Area de Concentracio de Melhoramento Genético vegetal) —
Pés-Graduacgao — IAC.

RESUMO

Lippia alba (Mill) N.E. Brown (Verbenaceae) é uma espécie arbustiva hd muito
tempo utilizada pela medicina popular e, mais recentemente, de grande interesse
aromaético devido possuir quimiotipos ricos em linalol, um dos seus componentes do seu
Oleo essencial. Nesse sentido, o presente estudo € inédito e foi conduzido com objetivo
de dar inicio ao seu melhoramento genético por meio da obten¢do de hibridos de L. alba
a partir do cruzamento entre diferentes quimiotipos com intencdo futura de se gerar
parametros genéticos dos componentes do seu Oleo essencial, bem como identificar
novas combinac¢des de quimiotipos que possam ser de interesse industrial. Para tanto,
foi necessdrio realizar estudos prévios bdsicos sobre a biologia dessa planta, do seu
modo de reproducdo, nimero e qualidade de polens produzidos e germinacdo de
sementes, tendo em vista que essa planta € de grande capacidade de colonizacdo por
meio do facil brotamento dos seus ramos. Os resultados gerados indicam que a espécie é
preferencialmente alégama, que o nimero e qualidade de polens apresentaram-se
diferenciados entre os quimiotipos do estudo e que suas sementes apresentam
dorméncia e baixas taxas de germinagcdo nas diversas condi¢des em que foram
avaliadas. Os melhores tratamentos para aumento dos niveis de germinacdo foram
obtidos com choque de frio, luminosidade alternada (20 horas de luz e 8 horas de
escuro) e presenca do estimulador de germinagdo KNO; aplicado ao substrato,
sobretudo para as condi¢des de laboratorio, pois esse fator nao respondeu nas condicoes
de casa de vegetacdo. Em relagdo aos cruzamentos biparentais, foram obtidos hibridos
entre os quimiotipos linalol x citral, linalol x mirceno, citral x limoneno-carvona e,
linalol x limoneno-carvona, sendo que o quimiotipo linalol apresentou melhor
comportamento nos cruzamentos realizados, medido pelo nimero e peso de frutos
produzidos e, em contrapartida, os frutos obtidos de autofecundag¢des produziram menor

nimero e menor taxa de germinagdo de sementes.

Palavras-Chave: germinacao, éleos essenciais, graos de polen, hibridos, RAPD



SCHOCKEN, Natalie Regina Ledz Schocken, Obtencao de quimiotipos hibridos de
Lippia alba (Mill) N.E. Brown. 2007. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em Agricultura
Tropical e Subtropical, Area de Concentracdo de Melhoramento Genético vegetal) —
Pés-Graduagao — IAC.
ABSTRACT

Lippia alba (Mill) N.E. Brown (Verbenaceae) is an arbustive species used for years
in popular medicine and that has lately been of great aromatic interest due to the
presence of chemotypes rich in linalool, one of the components of its essential oil. The
present study is the first one to deal with this subject and it was conducted aiming to
initiate the plant breeding program through the production of L. alba hybrids from
different chemotypes crossing, intending to generate genetic parameters of its essential
oil components as well as to identify new chemotypes combinations of industrial
interest. To do so, previous studies about the biology of this plant, its reproduction,
number and quality of produced pollens and seeds germination were done, remembering
that this plant has a great colonization capacity due to the fragmentation of its branches.
The results obtained indicate that the species is mostly allogamous; the number and
quality of its pollens are different among the study chemotypes and that its seeds present
dormancy and low germination rates in the several conditions evaluated. The best
treatments for increasing germination levels were obtained with frozen shock, alternate
luminosity (20 hours in the light and 8 hours in the dark) and presence of germination
stimulator KNO; applied to the substrate, specially for laboratory conditions since this
factor was not relevant in greenhouse conditions. Regarding the biparental mating,
hybrids were obtained between the chemotypes linalool x citral, linalool x mircene,
citral X limonene-carvone, being the linalool chemotype the one which presented the
best behavior in the crossings done, analyzed by the number and weight of the produced
fruits. Nevertheless, the fruits obtained by self-fecundation have produced less seeds

and a lower rate of germination.

Keywords: germination, essential oils, pollen grains, hybrids, RAPD
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui rica diversidade de plantas com mais de 55.000 espécies de plantas
superiores catalogadas, distribuidas nos seus diversos biomas (Amazdnia, Mata Atlantica,
Cerrado, Pantanal, etc.). Estima-se que 10 mil delas possuam interesse medicinal ou
aromdtico. Diante da riqueza da sua diversidade vegetal, o Brasil assume extrema
responsabilidade na preservacdo e exploragdo sustentivel do seu patrimdnio genético
(PRANCE, 1977).

A procura do mercado mundial por produtos de origem natural, em substitui¢do aos
sintéticos, aumenta consideravelmente ano apds ano. O mercado mundial de fitoterdpicos €
da ordem de 20-40 bilhdes de ddlares por ano e o de cosméticos da ordem de US$ 2,6 a 2,8
bilhdes ao ano (SIMOES et al., 2000).

Dentre as plantas de uso popular encontra-se a Lippia alba (Mill) N.E. Brown que é
uma planta da familia Verbenaceae, origindria da América do Sul e de ampla distribui¢ao
no Brasil, sobretudo na regiio Centro Sul onde a Mata Atlantica foi tio abundante. E uma
planta rustica de no maximo 2m de altura, de porte arbustivo, ciclo perene e hébito
predominantemente prostrado (SALIMENA, 2000). Apresenta alta capacidade de
multiplicacdo por meio do ficil enraizamento dos seus ramos, o que favorece a sua
capacidade de colonizagdo. No entanto, € bastante sensivel a falta de dgua. Outra
caracteristica da espécie € possuir elevada concentragdo de tricomas nos ramos € na
superficie abaxial das suas folhas (SANTOS-MENDES 2001; EHLERT, 2003).

A espécie encontra-se amplamente difundida em quintais de todo o Brasil e muito
utilizada na preparacdo de chds. Devido possuir, entre seus quimiotipos, o citral como
principal componente do seu 6leo essencial, é também chamada de erva cidreira, tal como a
espécie graminea que também leva esse nome e que possui semelhante aroma e paladar do
seu chd (JULIAO et al., 2001). O uso popular de Lippia alba para fins terapéuticos representa
o ponto de partida para um futuro uso fitoterdpico da espécie, bem como, a sintese de
compostos bioativos na drea farmacéutica.

Existem diferentes formas de utilizacdo de folhas de L. alba, tais como: infuso,
tintura, banhos, cataplasmas e inalacdo sendo que a aplicagdo inclui tratamento de

desordens gastrointestinais (CACERES et al., 1991; HEINRICH et al., 1992), doencas



respiratérias (CACERES et al., 1991), dores de estomago e de garganta, problemas
hepaticos e gastrite, e intoxicagdes em geral (DI STASI et al., 1989).

Através da técnica de destilacdo por arraste a vapor pode-se obter a partir das folhas
de L. alba os Oleos essenciais, matérias primas amplamente empregadas na formulacdo de
produtos pelas industrias alimenticia, higiene pessoal, cosmética e farmacéutica.

GOMES (1990), através de andlise por cromatografia gasosa do 6leo essencial de L.
alba, obteve como principais componentes terpineno, p-cimeno, B-cariofileno, mirceno,
geranial e neral; comprovando, ainda, a predomindncia de compostos aminados, esteroidais,
terpénicos e fendlicos.

O oleo essencial de L. alba apresenta diversos quimiotipos, sendo que os
designados linalol, citral e carvona sdo os mais consagrados em literatura cientifica. Estes
produtos sdo secretados pelos tricomas glandulares e pelas células do parénquima
clorofiliano (RICCIARDI et al., 1999).

Muitas expedicdes de coleta tém sido realizadas no Brasil nesta tltima década com
a finalidade de gerar bancos de germoplasma de plantas aromdticas e medicinais com o
objetivo de conhecer a variabilidade quimica e as interacdes de natureza genético-ambiente
na composicdo quimica de 6leos essenciais (quimiotipos). Apesar da enorme importancia
socio-econdmica e ao valor agregado que se tem nas espécies de plantas aromaticas e
medicinais, estudos de variabilidade genética vinculada as andlises de perfil fitoquimico
bem como de outros aspectos como morfologia, biologia reprodutiva, pragas e doencas e,
principalmente, trabalhos de melhoramento genético, sdo ainda muito incipientes no Brasil.

Nesse sentido, o presente estudo € pioneiro na espécie e tem como objetivo
conhecer aspectos da reproducdo da planta, identificar melhores métodos de germinacdo e
obtencdo de plantulas originadas a partir de sementes, obter progé€nies de cruzamentos
dirigidos (dentro e entre quimiotipos), confirmar a natureza hibrida das plantas obtidas
pelos cruzamentos por meio de marcadores RAPDs.

Estas informacdes permitirdo que se inicie o melhoramento genético da espécie L.
alba, com vistas a criacdo de novos materiais genéticos, ou seja, novos quimiotipos

hibridos de maior valor industrial, com vistas a uma exploracao sustentdvel.






O elevado numero de tdxons descritos para o género, incluindo espécies, variedades
e formas botinicas sem um posicionamento infragenérico contribuem para muitas
dificuldades de classificagdo botanica do género Lippia, cuja taxonomia tem se mostrado
bastante confusa seguindo principios distintos. Segundo SALIMENA (2002b), os primeiros
trabalhos taxondmicos para o género foram propostos por SCHAUER (1847), que
reconheceu cinco secdes. Posteriormente, MOLDENKE (1965) propds duas novas
subsecdes, baseado em diferencas na coloragdo das bricteas, organizacdo das
inflorescéncias e distribuicdo geografica. Mais recentemente, TRONCOSO (1974)
considerou 8 secdes para o género, levando em consideracdo a morfologia das
inflorescéncias e bracteas e subdividiu o género Lippia em Acantholippia Griseb., Aloysia
Ort. & Palau, Phylal.our. e Xeroaloysia Troncoso (apud SALIMENA 2002b).

Segundo SALIMENA (2002b) em 2002, SILVA & SALIMENA transferem para o
género Lippia todas as espécies de Lantana sect. Sarcolippia, baseado nas caracteristicas do
fruto. Novos sinénimos foram ainda propostos por MULGURA DE ROMERO &
SALIMENA-PIRES (1997) baseados em distintos estddios fenoldgicos, o que vem
demonstrar a complexidade dos problemas taxondmicos do género. Desta forma, a
comunidade cientifica conferiu diversas sinonimias a L. alba (Mill.) N. E. Brown, podendo
receber o nome de L. germinata, L. microphylla Griseb, L. germinata H.B.K, L. glabriflora
Kuntze, L. lantanoides Coult, Lantana alba Mill e Phyla germinata H.B.K. (PASCUAL et
al., 2001a).

Estes problemas e complexidade na taxonomia do género decorrem de que além da
variagdo quimica, os diferentes quimiotipos de L. alba também apresentam variagdes
morfoldgicas (SOUZA, 2006), sobretudo devido a sua grande plasticidade fenotipica, que
muitas vezes gera dificuldades na correta identificacdo da espécie (CORREA et al., 1994).

BRANDAO (2003), em estudos de citogenética comparativa entre os géneros
Lippia, Lantana e Aloysia, concluiu que Lippia alba é espécie dipléide que apresenta
2n=30. No entanto, segundo TAVARES et al. (2003), ocorrem diferengas no numero de
cromossomos encontrado dentro da espécie. Estes autores realizaram estudo com dois

quimiotipos de L. alba



Por outro lado, PIERRE (2004), ao estudar a cariologia de 3 quimiotipos de L. alba
(citral, carvona e linalol), observou que estes se apresentam diferentes em relacdo ao
nimero e morfologia dos cromossomos, havendo constatado que o quimiotipo citral
apresenta 2n=30 cromossomos, ao passo que O quimiotipo carvona, tem nudmero
cromossomico de 2n=60, inferindo que este poderia ser um autopolipléide do quimiotipo
citral. Com relacdo ao quimiotipo linalol, observou que ocorre uma grande variacdo
numérica dentro dos proprios individuos, 2n=12 a 2n=60, tratando-se, portanto, de um
quimiotipo mixopldide.

PIERRE et al. (2004), através da técnica de FISH, também conseguiram demonstrar
que a espécie L. alba tem origem alopolipléide, analisando plantas com diferentes nimeros
de cromossomos, que puderam ser classificadas nos quimiotipos 1-citral e 2-linalol. O
trabalho desses autores permitiu comprovar que boa parte da variagdo existente na espécie
decorre de variagdes cariotipicas.

Segundo TAVARES er al. (2003), as diferencas anatdomicas, morfolégicas e
fisiol6gicas que causam tantas controvérsias na taxonomia poderiam ser explicadas pelos
diferentes graus de ploidia existente na espécie. Além disso, a espécie € considerada de
grande plasticidade fenotipica, ou seja, o ambiente em que a planta se encontra pode
determinar seu hdbito de crescimento, constitui¢do fitoquimica, forma e coloragdo das

folhas, dificultando sua classificacao.

2.2 Importancia Econémica

A utilizagcdo de plantas aromdticas e medicinais pela populacdo mundial é crescente
e, segundo MARTINS et al. (1995), as substancias quimicas responsaveis pelo efeito
terapéutico representam o ponto de partida para a sintese de produtos quimicos e
farmacéuticos que movimentam milhdes de ddlares por ano (SIMOES et al., 2000).

Em 1988, a CIPLAN (Comissao Internacional de Planejamento e Coordenagdo)
implantou a fitoterapia nos servi¢os da satide como pratica oficial da medicina e orientou as
Comissdes Institucionais da Satde (CIS) a incluirem tais tratamentos no Sistema Unico de
Saidde (SCHEFFER et al., 1992).

Segundo BARRACA (1999), uma planta € classificada como medicinal por possuir

substincias que tém acdo farmacoldgica, denominadas de principios ativos. A espécie L.



alba € bastante utilizada na medicina popular devido possuir atividades farmacoldgicas que
tém despertado o interesse de pesquisadores. Segundo MING (1992), esta espécie é muito
promissora para as industrias farmacéutica, de aromas e perfumaria, além de indicar uma
possivel aplicacdo em industrias de defensivos, de acordo com suas atividades fungitdxica,
inseticida e repelente, comprovadas cientificamente (RAO et al., 2000; SANTOS-
MENDES, 2001).

O grande potencial sécio-econdmico da espécie estd ainda nas amplas formas de
uso, tais como: infuso, tintura, banhos, cataplasma e inalacio, sendo que a aplicacdo inclui
tratamento de desordens gastrointestinais (HEINRICH et al., 1992), doengas respiratdrias
(CACERES et al., 1991), dores de estdbmago e de garganta, problemas hepéticos e gastrite,
intoxicagdes em geral (DI STASI et al., 1989), anti-inflamatéria (SLOWING BARRILAS,
1992), fungitéxica (DWIVEDI & KISHORE, 1990; KISHORE & MISHRA, 1991;
SANTOS-MENDES, 1996) e inseticidas (GUPTA et al. 2001).

Além disso, a L. alba também apresenta grande interesse na farmacologia por
apresentar propriedades antimicrobiana, antiviral, citostatica e anticonvulsante (ABAD et
al., 1995; BARROS VIANA et al., 2000).

Em L. alba, as substancias responsdveis pelas propriedades aromdticas e
terapéuticas sdo secretadas pelos tricomas glandulares e pelas células do parénquima
clorofiliano da planta (CASTRO, 2001). As substincias mais importantes do seu Oleo
essencial e que sdo mais freqiientemente relatadas sdo: linalol, citral (neral e geranial),
limoneno, carvona, cariofileno, B-mirceno, canfora, 1,8-cineol, germacreno e alfa-fencheno.
O linalol, por exemplo, ¢ um monoterpeno extensivamente utilizado na fabricacdo de
perfumes, a exemplo do Chanel n°5 (na forma de 6leo essencial bruto), assim como na
producdo de outros cosméticos e aromatizantes; com participacio ainda na rota da vitamina
E (FRIGHETTO & OLIVEIRA, 1998).

O mercado internacional de 6leos essenciais corresponde atualmente a US$ 1,8
bilhdes, sendo que a participacdo do Brasil nesse montante € estimada em apenas 0,1%,
principalmente em razdo da exportacdo de 6leos de laranja, limao, eucalipto, pau-rosa, lima
e capim-limao (Lippia sidoides) (YAMAMOTO, 2006).

O comércio de medicamentos com base em vegetais corresponde a 30% dos US$

300 bilhdes movimentados no mercado geral de medicamentos (BARRACA, 1999).



Segundo o Ministério do Desenvolvimento, Indistria e Comércio Exterior, durante o
periodo de 01/2006 a 12/2006 o Brasil exportou 29.276.415 (peso liquido em Kg) de déleo
essencial por um valor de US$ 78.124.202 (FOB) e importou no mesmo periodo 2.169.591
(peso liquido em Kg) por US$ 36.827.140 (FOB) (SISTEMA ALICE - SECEX). Estes
nimeros tém despertado o interesse da comunidade cientifica que estd cada vez mais
organizada para desenvolver estudos de novos 6leos com vistas a futuras exportacoes.
Conseqiientemente, agricultores e novos investidores estdo atentos na busca de
informagdes, pois assim como na grande parte das espécies nativas, os estudos em L. alba
sdo limitados. A busca atual refere-se ao esclarecimento sobre os efeitos dessas substincias,
assim como o potencial de outras ainda ndo catalogadas, segundo o interesse das industrias

de cosméticos, farmacéutica e perfumaria, além de visar a qualidade em seu uso popular.

2.3 Oleos Essenciais

O conhecimento e o uso dos 6leos essenciais reportam a antiguidade, na fndia, cerca
de 1000 a.c., quando os ancidos utilizavam diversas esséncias em rituais religiosos. Nos
escritos do grego Theophrastus, cerca de 287 a.c., ja se mencionava o uso de plantas para a
obtencdo de seus 6leos essenciais (SILVA, 1996).

Os o6leos essenciais sdo liquidos voldteis dotados de aroma forte, caracteristico e
quase sempre agradiavel (BARRACA, 1999). Podem ser abundantemente encontrados em
gimnospermas dicotiledoneas e encontram-se presentes em diversas familias botanicas
(SIMOES & SPITZER, 1999). Sdo misturas complexas que podem conter até 100 ou mais
compostos. Seus constituintes podem pertencer as mais diversas classes de compostos,
porém os terpenos e os fenilpropandides sdo as classes mais comumente encontradas. O
estudo destes compostos organicos € de fundamental importdncia no entendimento da
aplicacdo dos mesmos (MACIEL et al., 2004).

As substancias quimicas presentes nos 6leos essenciais de aromdticas e medicinais
sdo produzidas pelo metabolismo secunddrio das plantas e os principios ativos ou
compostos organicos sdo produzidos em rotas metabdlicas constitutivas e principalmente
relacionadas a diferenciagdo e desenvolvimento dos vegetais (ontogenia) (GARDNER et
al., 1991), podendo estar condicionados a diversos fatores estressantes, como aumento de

temperatura, seca, doencgas, entre outros (SIMOES & SPITZER, 1999).



CASTRO (2001) e EHLERT (2003) ressaltam que vdrias sdo as hipdteses da
relacdo entre os organismos e seus compostos secundarios, mostrando que a fungdo destes
ainda ndo estd completamente esclarecida, havendo autores que relatam que estes
compostos funcionam como precursores de defesa da planta, que freqiientemente podem
servir para atrair ou repelir diferentes visitantes e que estdo relacionados a respostas
fisiolégicas e bioquimicas do ambiente, entre outros. Apesar do pouco conhecimento da
funcdo bioldgica destes 6leos nas plantas, sabe-se que estes principios ativos possuem
funcdes ecoldgicas importantes para a sobrevivéncia da espécie (DENNIS & TURPIN,
1990).

Geralmente, os 6leos essenciais ndo se encontram na planta em estado puro, mas
sob a forma de mistura complexa de substincias, cujos diferentes componentes se
completam e reforcam sua acdo sobre o organismo. No entanto, mesmo quando a planta
medicinal apresenta apenas uma substancia ativa, esta tem sobre o organismo humano um
efeito mais benéfico do que aquele produzido pela mesma substancia obtida por sintese
quimica, ou seja, sintético (BARRACA, 1999). Ainda segundo o autor, € nisso que reside a
grande vantagem da medicina natural, pois a substincia ativa ndo € unicamente um
composto quimico, mas apresenta também um equilibrio fisiologico, sendo dessa forma
mais bem assimilada pelo organismo, ndo provocando efeitos nocivos.

A producdo e o controle destas substidncias quimicas nas plantas sdo feitos pelas
proteinas, incluindo-se as enzimdticas, que sdo catalisadores bioldgicos especificos e que
atuam nas reagdes quimicas vitais da planta (SALISBURY & ROSS, 1992). Tais proteinas
sdo codificadas por genes especificos, cuja expressao diferencial € controlada por diferentes
estdgios de desenvolvimento e por influéncia do meio ambiente (GARDNER ez al., 1991).

Deve-se ressaltar ainda que os 6leos essenciais ndao se distribuem de maneira
homogénea na planta e podem estar concentrados nas raizes, rizomas, talos, caules, folhas,
sementes ou flores. O teor destes varia de acordo com a idade, época do ano, solo ou clima
onde a planta vive (MENTZ, 1996) e podem ser encontrados com maior facilidade nas
partes verdes, devido as rotas metabolicas da fotossintese (BARRACA, 1999).

As estruturas especializadas por secretar os 6leos essenciais podem variar de acordo
com a familia e género da planta, além de que a quantidade e qualidade destes podem estar

relacionadas ao tipo de estrutura secretora e sua freqiiéncia (CASTRO, 2001). Em L. alba



sabe-se que a secrec¢do dos 6leos essenciais se dd através dos tricomas secretores capitado,
tricomas tectores e ainda em células do parénquima (CASTRO, 2001; SANTOS-MENDES
2001; EHLERT, 2003).

Nesta espécie os dleos essenciais sdo produzidos principalmente pelas folhas em
resposta aos estresses ambientais e sd0 compostos principalmente por mono e
sesquiterpenos (hidrocarbonetos), podendo ser extraidos de matéria seca ou fresca através
de hidrodestilacdo ou destilacdo por arraste a vapor (SANTOS-MENDES, 2001). Entre
esses terpenos o linalol, 1,8-cineol, carvona, limoneno, mirceno, cariofileno, céanfora,
germacreno e citral ocorrem com maior freqiiéncia (MATOS et al., 1996; JULIAO et al.,
2001), apesar de dezenas de outras substancias ja terem sido relatadas na literatura.

O fato de o metabolismo secunddrio ser regulado geneticamente (provavelmente um
carater poligénico) e estar intimamente associado a mecanismos de defesa das plantas e
sofrer grande interacdo com ambiente onde a planta se desenvolve provoca alteragdes
significativas no rendimento e composi¢do de seus Oleos (MING, 1992; SANTOS-
MENDES, 2001; BANDONI, 2005). Andlises feitas por FONTANEL & TABATA (1987)
revelaram variacOes quimicas entre diferentes formas botanicas de L. alba de origens
distintas e cultivadas em diferentes localidades, sobretudo na composi¢do relativa dos
componentes do 6leo essencial.

TAVARES et al. (2005) ndo observaram variacdo quimica e morfolégica em estudo
realizado com trés diferentes quimiotipos de L. alba (citral, carvona e linalol) obtidos de
diferentes procedéncias, mesmo quando submetidos as mesmas condi¢des ambientais de
casa de vegetacdo, assim como YAMAMOTO (2006), em estudo com diversos genotipos
de linalol, mirceno/canfora, limoneno/carvona e citral, ndo observou variagdo da
composi¢cdo do 6leo essencial dos quimiotipos plantados em trés regides climaticamente
distintas.Tal evidéncia indica que as variacOes dos componentes presentes no 6leo essencial
de L. alba sdao majoritariamente de natureza genética e ndo ambiental, sendo esta ultima
responsdvel por alteracoes da quantidade do 6leo essencial produzido do que na sua

composi¢do quimica.



2.4 Domesticacao e Melhoramento Genético em Lippia alba.

Praticamente ndao hd relatos em literatura sobre a sua biologia reprodutiva,
germinacdo de sementes, dorméncia, cruzamentos naturais em L. alba. Porém, quando se
pensa no planejamento e desenvolvimento de um programa de melhoramento genético, bem
como para compreensdo do seu processo de domesticacdo, estes aspectos da biologia da
planta sdo de fundamental importancia, pois auxiliam na definicdo ou adogao de técnicas ou
metodologias mais apropriadas para o seu melhoramento genética (ALLARD, 1971;
ALMEIDA et al., 2004, BOREM, 2005). Segundo SEBBENN et al. (2000), tais aspectos
também determinam como os genes sdo recombinados e mantidos pela espécie para a
criacdo e manutencdo da sua variabilidade genética natural, base do seu continuo potencial
evolutivo.

No Brasil, quase todas as plantas medicinais ndo sdo cultivadas e se encontram em
estado totalmente selvagem, crescendo espontaneamente, a exemplo da L. alba, o que
desperta o interesse por estudos de qualquer natureza que possam trazer beneficios a
exploracdo comercial das mesmas . No caso da L. alba, o seu potencial agro-industrial esta
associado as grandes facilidades agronOmicas que ela apresenta, ou seja, rusticidade,
rapidez de colonizacdo, propagacdo vegetativa, alogamia, plasticidade fenotipica além de
vegetar e florescer o ano todo. O seu melhoramento genético pode resultar em um produto
com sustentabilidade na exploracdo comercial e, ainda, se consolidar como mais uma
espécie para agricultura familiar (YAMAMOTO, 2006).

Contudo, para efetivacdo de qualquer programa de melhoramento genético de uma
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principais de L. alba, denominados de citral, carvona e linalol (SOUZA, 2006). Segundo
SIMOES & SPTIZER (2000) e ROSSATO et al. (2006), as variacdes que ocorrem nos
quimiotipos e que usualmente ocorrem de forma natural em plantas silvestres, podem em
parte resultar de polinizacdo cruzada.

Estudos recentes t€ém demonstrado que a composi¢do majoritdria dos componentes
que caracterizam os quimiotipos de L. alba € resultado sobretudo de natureza genética dos
genotipos, com menor influéncia por parte do ambiente (VENTRELLA, 2000; GUPTA et
al., 2001; TAVARES et al., 2003; YAMAMOTO, 2006; SOUZA, 2006; VICCINI, et al.,
20006).

Em se tratando de melhoramento genético de espécies cuja biologia reprodutiva é
desconhecida e onde hd interesse em se realizar cruzamentos entre gendtipos, uma das
questdes fundamentais que se coloca € relativa a compatibilidade gamética. Nesse sentido,
conhecimentos de citogenética tém contribuido para um melhor entendimento dos recursos
naturais disponiveis com vistas a conservacdo ou exploragdo dos mesmos. Virias
metodologias podem ser utilizadas a fim de ajudar a diferenciacdo ou mesmo a
caracterizagdo das espécies ou grupos em estudo, tais como identificacio do nimero
cromossOmico, andlise de caridtipo, estudo da heterocromatina através das técnicas de
bandeamento C e fluorocromos e detec¢do da regido organizadora do nucléolo (NOR),
através das técnicas de impreganacgdo por planta (Ag-NOR) e hibridacdo in situ fluorescente
(FISH), além da deteccdo de seqiiéncias de DNA repetitivo, como rDNA 5S (BRANDAO,
2003). A citogenética permite ainda, através de analises em células meidticas, estudar o
comportamento cromossdmico, verificar o nivel de ploidia, identificar hibridos e verificar a
regularidade no processo de reproducdo sexuada, através da fertilidade.

Estudos citogenéticos recentes com os quimiotipos citral, carvona e linalol de L.
alba mostram que o nudmero cromossdomico € maior do que se esperava € que Os
quimiotipos apresentam diferentes padrdes cromossdmicos (TAVARES er al.,2003;
VICCINI et al., 2006 e SOUZA, 2006). De forma geral, o quimiotipo citral possui 2n=30
Cromossomos, ao passo que o quimiotipo carvona apresenta nimero cromossomico de
2n=60. Por outro lado, com relagdo ao quimiotipo linalol, nota-se uma grande variacdo
numérica dentro dos proprios individuos estudados, 2n=12 a 2n=60. (TAVARES et al.,
2003).
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Em seus estudos, TAVARES et al. (2003) e PIERRE (2004, apud SOUZA, 2006),
concluem que o quimiotipo citral é dipléide, ao passo que o carvona € um tetrapldide.
Quanto ao quimiotipo linalol, ocorrem ainda controvérsias, porém PIERRE (2004) afirma
que este seja um mixopldide e infere ainda que o quimiotipo carvona poderia ser um
autopolipléide derivado do quimiotipo citral.

Segundo VICCINI et al. (2006), parte destas variagdes nas combinacdes
cromossOmicas pode ser decorrente de hibridacdes naturais seguidas de duplica¢do. Outra
possibilidade € que ocorra um segundo ciclo de poliploidia. De qualquer forma o baixo
nimero de espécies estudadas ndo deixa claro qual o nimero bésico de cromossomos da
espécie.

Segundo TAVARES et al. (2003), um aumento nivel de ploidia também aumenta a
atividade metabdlica e os padrdes de expressdo génica podem ser alterados. Neste contexto,
deve-se ressaltar que a taxa de variac@o do principio ativo em uma espécie medicinal deve
ser muito pequena para que o medicamento ou outro produzido a partir desta matéria prima
seja seguro e eficaz (LIMA et al., 2003). Portanto, a identifica¢do e a correta classificacio
sdo de grande importincia para a manutencao da qualidade, planejamento de cultivo e para
a obtenc¢do de fitofarmacos para que ndo prejudiquem a saide de quem venha a utiliz4-los
(PASCUAL et al., 2001b).

Uma das causas de sucesso em hibridagdes controladas é viabilidade do pdlen
utilizado nos cruzamentos. Nao sd@o raras as situagdes em que o pélen nao apresente boa
viabilidade pelas mais diversas causas, sendo muitas vezes de natureza genética ou devido a
nao-coincidéncia de floracio entre os materiais utilizados (EINHARDT et al., 2006). Para
ALI et al. (1983), pequenas diferencas no tempo de florescimento e caracteristicas de
viabilidade e germinagdo do grao de pdélen provavelmente teriam influéncia considerdvel na
producido e qualidade final das sementes.

Segundo FLANKLIN et al. (1995), a andlise da fertilidade do pdlen é condigdo
preliminar indispensdvel ao melhoramento genético cldssico, sendo fundamental para os
estudos da biologia reprodutiva e desenvolvimento de programas de melhoramento

genético.
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2.5 Germinacao de Sementes

A grande maioria das sementes das plantas germina prontamente quando lhes sdao
oferecidas condigdes ideais de dgua, luz e temperatura, principalmente em se tratando de
plantas de clima temperado. Porém, quando as sementes ndo germinam, embora colocadas
sob condi¢des favordveis a sua germinacdo, elas sdo denominadas ‘“dormentes”
(POPINIGIS, 1977). Plantas nativas de importancia medicinal e fitoquimica carecem de
estudos cientificos sobre métodos de propagacdo, germinagdo, sanidade e conservagdo das
sementes. Essa deficiéncia retarda o emprego de tecnologias adequadas a exploracdo
econdmica racional e preservacao das espécies (CORREA et al., 1994; FANTINATTI et al.
2005).

Nas plantas medicinais e aromadticas ndo domesticadas, a caracteristica de
dorméncia € encontrada com grande freqiiéncia (BANDONI, 2005). Na maioria dos casos,
a dorméncia destas espécies pode ser quebrada por meio de maior exposi¢do da semente a
luz, cuja resposta depende da embebicdo, que por sua vez, estd diretamente ligada a
temperatura, pois esta influencia a velocidade de embebi¢do por parte da semente
(POPINIGIS, 1977; AOYAMA et al., 1996). E ainda, segundo estes ultimos autores, a
germinacdo sO ocorrerd quando pelo menos dois destes requisitos forem satisfeitos e ainda
quando as condi¢Oes forem favordveis ndo somente para germinagdo, mas também para o
desenvolvimento e crescimento da futura plantula.

A germinagdo € uma seqiiéncia de eventos fisiologicos influenciada por fatores
externos (ambientais) e internos (dorméncia, inibidores e promotores da germinagdo) as
sementes, cada fator podendo atuar por si ou em interacdo com os demais (NASSI &
VIEIRA, 1998). O embridao de uma semente inicia sua formacdo no momento da
fertilizacdo do 6vulo e desenvolve-se durante a maturagdo, até que seu crescimento cessa e
o teor de umidade diminui a um nivel tdo baixo, que permite apenas reduzida atividade
metabodlica. Nestas condi¢des, a semente encontra-se no estado de quiescéncia. A
germinacao € o reinicio do crescimento do embrido paralisado nas fases finais de maturagao
(POPINIGIS, 1977).

Dentre os principais fatores que afetam a germinacdo pode-se citar: luz,
temperatura, 4gua, oxigénio, praticas de manejo durante e pds-colheita, grau de maturidade

e gendtipo (NASSI & VIEIRA, 1998). MARCOS-FILHO (2005) ressalta como
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imprescindiveis a dgua, a temperatura e o oxigénio, ndo incluindo a luz como fator
primordial, pois tratando-se de um agente de superacdo de dorméncia, a germinagdo podera
ocorrer tanto na auséncia quanto na sua presenca, desde que os mecanismos de bloqueio
estejam desativados.

Do ponto de vista puramente fisioldgico, a germinacdo compreende a embebicio de
dgua, o alongamento das células, a divisdo e a diferenciacdo celular. Para que ocorra a
germinacdo algumas condi¢cdes devem ser satisfeitas, tais como viabilidade, condi¢des
internas (livre de dorméncia); condi¢des ambientais favordveis; e sanidade (livre de
patégenos) (POPINIGIS, 1977; MARCOS-FILHO, 2005).

O processo germinativo envolve vdrias etapas e cada uma destas exige determinada
temperatura para que se processe de maneira rdpida e eficiente. Assim, os efeitos da
temperatura sobre a germinacdo refletem apenas a conseqiiéncia global, ndo havendo um
coeficiente Unico que caracterize a germinacdo (NASSI & VIEIRA, 1998). MARCOS-
FILHO (2005) destaca que, no processo de germinagdo ocorre uma série de atividades
metabolicas, baseadas em reacdes quimicas e que cada uma delas apresenta determinadas
exigéncias quanto a temperatura, principalmente porque dependem da atividade de sistemas
enzimaticos que estdo relacionadas a temperatura e ainda a disponibilidade de oxigénio.

Referente a sensibilidade luminosa, existe uma ampla variagdo nas respostas
germinativas. No inicio do século XX foi descoberto que a germinacdo de algumas espécies
era inibida pela luz, enquanto que em outras a germinacdo era promovida (NASSI &
VIEIRA, 1998).

A grande maioria das plantas cultivadas germina tanto em escuro quanto em
presenca de luz, porém a exigéncia de luz para germinar estd relacionada a algum tipo de
dorméncia em determinadas espécies (POPINIGINS, 1977; BRASIL, 1992). Esse
comportamento € denominado de comportamento fotobldstico e € uma importante
caracteristica na determinacdo da distribuicdo espacial de uma espécie no ambiente
(FERREIRA & RANAL, 1999).

As sementes sdo classificadas como fotobldsticas positivas ou negativas. O
fotoblastismo positivo das sementes pode desaparecer com processos de escarificacdo,
estratificacdo, por acdo da temperatura, armazenamento a seco, com aplicacio de nitrato de

potdssio ou de giberelinas (BEWLEY & BLACK, 1994), desta forma mesmo quando a luz
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ndo € indicada, a iluminagdo pode ser aplicada durante testes de germinagdo, pois favorece
o desenvolvimento de estruturas essenciais e reduz a possibilidade de ataque por
microrganismos (BRASIL, 1992).

Em relagdo a temperatura, as sementes apresentam capacidade germinativa em
limites bem definidos, varidvel de espécie para espécie. A germinacdo depende da
temperatura e geralmente trés pontos criticos podem ser identificados, temperatura minima,
Otima e maxima, estas sdo denominadas “temperaturas cardinais”. A temperatura 6tima ¢é
aquela em que a maior germinacgdo € alcancada no menor tempo (POPINIGIS, 1977).

Segundo o Instituto de Pesquisa e Estudos Florestais, hd espécies que respondem
bem tanto a temperatura constante como alternada. A alternancia de temperatura
corresponde, provavelmente, a uma adaptacdo as flutuagcdes naturais do ambiente. Para a
maioria das espécies tropicais a temperatura 6tima de germinagdo encontra-se entre 15 e
30°C. A méaxima varia entre 35 e 40°C, podendo a minima chegar a ponto de congelamento.

MARCOS-FILHO (2005), ressalta que as espécies que exigem temperaturas
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considerdvel nimero de sementes duras ou dormentes pode permanecer sem germinar,
mesmo quando expostas a estas condi¢coes (BRASIL, 1992).

Sementes duras sdo aquelas que permanecem sem absorver dgua por um periodo
mais longo que a média de dias necessdrios para germinagdo e, conseqiientemente, mantém
0 mesmo aspecto de sementes recém colocadas no substrato, isto €, ndo intumescidas. Este
fendmeno € motivado pela impermeabilidade do tegumento a dgua, sendo portanto um tipo
especial de dorméncia.

Segundo MARCOS-FILHO (2005) as sementes encontram-se em estado de
quiescéncia até que encontrem condi¢des favordveis a germinagdo, por outro lado muitas
vezes a presenca de inibidores quimicos ou alteragdes metabodlicas bloqueiam a transcri¢cao
da mensagem genética para a ativagdo do metabolismo, e este € o estado de dorméncia.

A grande maioria das sementes germina prontamente quando lhes sdo oferecidas
condicdes ideais (4dgua, luz e temperatura), principalmente em se tratando de plantas de
clima temperado, e quando estas ndo germinam, sdo denominadas “dormentes”
(POPINIGIS, 1977).

BRASIL (1992) discute que nem todas as sementes ndo germinadas sdo devido as
causas de dorméncia, classificando como ndo capazes de germinar sementes mortas, nao
duras, nem dormentes e geralmente apresentam-se amolecidas ou atacadas por
microorganismos. Outra categoria para sementes ndo germinadas € a que ocorre mais
comumente em espécies florestais, que sdo as sementes vazias, semente sem embrido ou
ainda aquelas atacadas por insetos.

Contrariamente as mortas, as sementes dormentes podem ser germinadas, pois este
processo € um mecanismo de defesa das sementes contra variacdes do ambiente que
dificultam ou impedem sua atividade metabdlica normal, independentemente de sua causa
ela apresenta profundidade inversamente proporcional a sua idade, isto €, € mais intensa em
sementes recém colhidas (MARCOS-FILHO, 2005; BRASIL 1992).

Como sdo vdrias as causas que determinam a dorméncia, sdo também vérios os
métodos empregados para provocar a germinagdo destas sementes, que vao do simples
armazenamento, até complexas determinag¢des das combina¢des mais adequadas entre o

agente e o periodo da acdo.
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Entre os métodos utilizados, o pré-resfriamento, por exemplo, € aplicado com o
intuito de ativar enzimas hidroliticas, a sintese de giberilinas e/ou a degradacdo de
inibidores; a lavagem das sementes se realiza para retirada de substancias inibidoras que
sejam soldveis a dgua e estejam presentes no tegumento; a escarificacdo seja mecanica ou
dcida, visa superar a impermeabilidade do tegumento (a gases ou a dgua) (MARCOS-
FILHO, 2005).

Os efeitos positivos da adi¢do de nitrato de potdssio ao substrato é freqlientemente
relatado em literatura, tanto os nitritos, nitratos como as giberilinas sdo utilizados para
estimular a germinagdo ou para quebra de dorméncia, podendo substituir o efeito da luz ou
da estratificacdo, os nitratos podem funcionar como cofator para a acdo do fitocromo,
facilitando assim a germinacdo pela sintese endégena de hormonios necessdrios a retomada
do desenvolvimento pelo embrido (FARON et al., 2004; GUTA, 2002; BEWLEY &
BLACK, 1994).

Segundo FERREIRA & RANAL (1999) € comum também o uso de solucdo de
hipoclorito de s6dio como forma de assepsia das unidades de dispersdo em laboratdrios,
porém a aplicacdo deste pode afetar a germinacdo. A escarificacdo que ocorre pelo
hipoclorito de sédio além de aumentar a permeabilidade do tegumento ao oxigénio, dgua e
solutos, também pode facilitar a remo¢ao ou oxidacdo de inibidores de germinacio, o que
levou BEWLEY & BLACK (1994) a considerar essa substdncia como um agente quimico
oxidante, usado para quebra de dorméncia em sementes.

As avaliacOes dos efeitos dos métodos para quebra de dorméncia devem ser
efetuadas com o devido cuidado, para diferenciar com seguranga as sementes dormentes
(resistem ao tratamento de germinacdo) das ndo vidveis (BRASIL, 1992). Dessa forma
foram desenvolvidos ao longo do tempo diversos métodos capazes de estimar a viabilidade
das sementes.

A avaliacdo da qualidade de sementes através de testes rapidos que proporcionem
resultados reproduziveis tem sido uma busca constante dos tecnologistas de sementes
(PRETE, et al., 1993). DELOUCHE (1976), em seus estudos mostra a evolugdo e
aplicabilidade dos testes de viabilidade de sementes, mostrando o surgimento dos métodos
de verificacdo de viabilidade desde seu inicio em 1901, com o método elétrico onde

sementes sdo submetidas a corrente elétrica, apresentando as chamadas ‘“‘correntes
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marcadas”, havendo diferentes respostas entre sementes vidveis e mortas, esta técnica era
segura, porém despendia demasiado tempo e habilidade técnica. A partir deste método
surgiram outros que levavam em conta a permeabilidade das sementes, velocidade
diferencial de difus@o de substancias, liberacdo de calor, entre outros, porém com sérias
limitagdes.

Dentre os mais diversos métodos de andlise da viabilidade de sementes, come¢am a
se destacar aqueles que utilizavam os chamados “corante vitais”, metodologia esta que se
baseia na avaliacdo individual da rea¢do da semente, e foi realizada por diversos cientistas
com ressalva aos métodos com dcido sulftrico e aplicacdo de indigo carmim. Em 1920
McHARQUE realiza o teste de viabilidade baseado na atividade enzimadtica das sementes,
esta metodologia sofreu vdrias alteracdes e com esta foi possivel alcangar resultados
razoaveis. Em 1935 surgem testes com base na reducdo de sais incolores de selénio e
teldrio, das adaptacdes e evolucdo destes testes com base na atividade enzimadtica surge
com sucesso, rapidez e simplicidade o teste tetrazolio (TZ).

Segundo, MARCOS-FILHO (2005), o sal tetrazdlio ¢ um indicador oxidante-
redutor, a reacdo do produto por a¢do das enzimas desidrogenases que estdo envolvidas na
atividade respiratdria, desenvolve uma coloracdo vermelha ndo difusivel nos tecidos. O
teste TZ permite detectar danos mecanicos, causas de anormalidade ou baixa germinagdo.
Outra vantagem do teste € que a precisdo ndo € afetada por temperaturas entre 20 e 45°C,
portanto muitas vezes para se obter uma coloragdo mais rdpida o material pode ser colocado
em estufa, antecipando os resultados (FRANCA-NETO, 1998).

Virias sdo as concentragdes que podem ser utilizadas, dependendo da espécie,
método de preparo, permeabilidade do tegumento (MARCOS-FILHO, 2005). Entretanto
em virtude do elevado preco do sal, da-se preferéncia as menores concentracdes, uma vez
que nestas torna-se melhor a visualizagdao dos danos nos tecidos (FRANCA-NETO, 1998,
MARCOS FILHO, 2005). O teste TZ ainda pode ser aplicado quando ao final dos testes
ocorrer a presenga de sementes dormentes ou inchadas, este ponto pode ser também uma
desvantagem do método, pois ndo se diferenciam sementes dormentes de ndo dormentes.

Muitos outros métodos, para a determinagdo rapida da qualidade das sementes, vém

sendo pesquisados, porém vdrios ainda ndo mostraram resultados consistentes, outros
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apresentam dificuldades na padronizacdo, alguns se mostram promissores, mas devem ser
mais avaliados antes de sua recomendagdo (MENEZES, 2005).

Dada a importancia cada vez mais atual de estudos referentes a qualidade
fisioldgica, fisica, e germinacdo de espécies medicinais ainda ndo domesticadas, e a falta de
relatos em literatura sobre a exigéncia da espécie L. alba e ainda ndo existindo informacdes
nas Regras para Andlise de Sementes — RAS, este trabalho buscou apresentar algumas
informagdes referentes a germinac@o de sementes de L. alba em condi¢des de laboratdrio e
de campo, para obten¢do de plantas oriundas de sementes recombinantes de genotipos

distintos.

2.6 Marcadores Moleculares de DNA

As técnicas de andlise molecular da variabilidade do DNA permitem determinar
pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente denominados ‘“marcadores
moleculares”. Sendo assim, marcador molecular é todo e qualquer fenétipo molecular
proveniente de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento
especifico de DNA (correspondendo a regides expressas ou nao do genoma). A revolucao
neste plano se iniciou com o descobrimento e utilizagdo de marcadores isoenziméticos na
década de 60, ampliando vastamente o nimero de marcadores genéticos e possibilitando a
aplicacdo da técnica a praticamente todas as espécies de plantas (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Marcadores moleculares podem ser utilizados habitualmente em programas de
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delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla que € alvo da amplificacdo. Os primers sdao
sintetizados artificialmente e sdo complementares a regido que flanqueiam a regido alvo.
Cada ciclo de PCR envolve trés etapas, desnaturagdo através da elevacdo da temperatura
(92 a 95°C), anelamento, em que a temperatura é rapidamente reduzida (35 a 60°C) e
extensdo que ocorre quando a temperatura € elevada para que a enzima polimerase seja
ativada (72° C). Este ciclo € repetido por vérias vezes e ao final da reacdo hd uma grande
quantidade de DNA de uma seqiiéncia especifica de interesse. Os produtos da PCR podem
ser facilmente visualizados num gel de agarose. Esta visualizacdo € possivel com auxilio do
brometo de etideo, que quando presente no gel se intercala entre as duas fitas do DNA e o
torna visivel com absorcdo da luz ultravioleta (MULLIS & FALOONA, 1987). O
desenvolvimento desta técnica levou o seu criador, Kary Mullis, a ganhar o prémio Nobel
de quimica em 1993 (NOBELPRIZE, 2006). A técnica de PCR promoveu o surgimento de
novos marcadores moleculares tais como RAPD, STS, SCARS, AFLP, SNPs e
Microssatélites.

O marcador RAPD — Randon Amplified Polymorphic DNA (DNA polimérfico
amplificado arbitrariamente) — € basicamente uma varia¢do do protocolo de PCR, diferindo
em duas caracteristicas: utiliza um primer Unico ao invés de um par de primers e tem
seqiiéncia alvo desconhecida. Os RAPDs sdo mais baratos que os demais marcadores de
DNA, requerem pouco tempo e ndo necessitam de radiois6topos. Entretanto sdo
marcadores dominantes, ou seja, ndo discriminam gendtipo homozigoto de heterozigoto
(WILLIAMS, 1990). Esta técnica € vantajosa em razdo da alta freqiiéncia de polimorfismo
que detecta, rapidez, simplicidade, exige pouca quantidade de DNA e ndo hd a necessidade
do conhecimento da seqiiéncia de DNA, além da facilidade de automatizacdo (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998).

A utilizagdo de marcadores moleculares em plantas aromdticas e medicinais €
bastante reduzida se comparada as plantas cultivadas ou a culturas de maior expressao
economica. Na familia Verbenaceae, SCHWARZBACH & RICKLEFS (2001) utilizaram a
técnica de RAPD, em conjunto com outras técnicas moleculares, para fins de classificacao
taxondmica baseada em polimorfismo de DNA. SANTOS E CORREA (2006) aplicaram
com sucesso a técnica RAPD em Chenopodium ambrosioides, planta medicinal com grande

valor em seu 6leo essencial, para estudo da diversidade genética da espécie.
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Os marcadores RAPD foram utilizados com sucesso para identificagdo de hibridos e
determinacdo dos parentais em arroz, conforme se verifica em WANG er al. (1994). De
forma andloga, BELLAMY et al. (1996) também propuseram a utilizacdo desse marcador
para identificacdo varietal, determinacdo de pureza genética e de hibridos em chicéria, em
ambos os casos respaldados pela segregacio mendeliana dos amplificados gerados pelo
marcador. Mais recentemente, ABDEL-MAWGOOD e colaboradores (2006) fizeram uso
do marcador RAPD para identificar hibridos em milho e observaram que, muito embora o
marcador apresentasse segregacdo mendeliana, determinados primers nao foram capazes de
identificar hibridos uma vez que houve a produ¢do de uma banda extra no hibrido e que nao
estava presente nos parentais.

No caso especifico da L. alba, a eficiéncia do marcador RAPD foi demonstrada por
VICCINI et al. (2004) em um estudo de diversidade genética, no qual foram avaliadas nove
espécies por meio de 489 bandas polimérficas, permitindo assim melhor entendimento da
espécie em relagdo a sua adaptacdo ao ambiente, conservacdo e classificacdo taxondmica.
Outros exemplos de utilizacdo do marcador RAPD sdo os trabalhos de SANTOS-MENDES
(2001) e YAMAMOTO (2006), que da mesma forma utilizaram com sucesso este marcador
para caracterizar quimiotipos da colecdo de germoplasma da UNESP-Botucatu e do
Instituto Agrondmico, respectivamente, € PIERRE (2004) e VICCINI et al. (2004), em

estudo para caracterizacao de plantas e de divergéncia genética de L. alba, respectivamente.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

O material utilizado foi composto pelos clones IAC-1, IAC-2, IAC-3, IAC-4, IAC-
5, IAC-6, IAC-7, IAC-8, IAC-11, TAC-13, IAC-17 e IAC-20 da colecdo de germoplasma
do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC/APTA) — Fazenda Santa Elisa.

O material foi escolhido com base em quimiotipos e caracteristicas desejaveis, tais
como: rendimento de massa foliar seca (MFS), presenca ou ndo de virus, interesse

comercial pelo linalol. Os materiais selecionados compreendem cinco quimiotipos
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distintos, sendo eles: linalol (IAC-1 a IAC-8); mirceno/canfora (IAC-11);
limoneno/carvona (IAC-13); citral (IAC-17) e mirceno (IAC-20).

3.2 Caracterizacao morfolégica

A caracterizacdo morfoldgica das plantas utilizadas nos cruzamentos foi realizada
no sentido de oferecer dados de divergéncia entre os quimiotipos que pudessem dar
indicacdes da natureza hibrida das sementes colhidas na plantas utilizadas para realizar os
cruzamentos. De maneira geral, foram adotadas caracteristicas ja estudadas por outros
autores, tais como aspectos da morfologia floral, dos frutos, das folhas e do habito de
crescimento. Em relacdo a morfologia floral e dos frutos, as analises foram realizadas sob
lupa no departamento de botinica do Instituto Agrondmico, verificando-se a flor,
inflorescéncia, posi¢do do ovdrio e das anteras em relacdo ao estilo-estigma e
caracterizagdo do fruto.

As observacOes da morfologia foliar foram realizadas com folhas que
representassem o quimiotipo analisado, ou seja, foram descartadas aquelas que ndo
apresentavam o padrdo geral da planta. Os caracteres avaliados foram: comprimento,

largura, borda, coloracao e textura.

3.3 Modo Preferencial de Reproducao

Para a andlise do modo preferencial de reproducdo (alogamia ou autogamia), sete
plantas do quimiotipo linalol tomadas ao acaso na cole¢do de Lippia alba do IAC tiveram
dois ramos com igual quantidade de inflorescéncias marcados antes do periodo de antese,
sendo que apenas um dos ramos de cada planta foi protegido por saco de papel. Quarenta
dias ap6s o ensacamento, as inflorescéncias foram coletadas, pesadas e o ndmero de frutos

contados.
3.4 Germinacao

Para o estudo de germinagdo foram tomadas sementes somente de clones do

quimiotipo linalol.
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3.4.1 Germina¢ao em campo

Foi realizado o plantio direto de mil frutos de cada um dos oito diferentes acessos
de Lippia alba (quimiotipo linalol), em bandejas de isopor preenchidas com solo na
propor¢ao de 1/3 para cada um dos componentes (argila, matéria organica e areia), sendo as
bandejas mantidas em condi¢cdes ambiente de casa de vegetacdo. Os frutos utilizados foram
divididos em duas partes de 500 frutos cada, sendo que uma delas sofreu procedimento de
escarificacdo com lixa d’dgua n° 324.

As médias dos resultados dos tratamentos foram comparadas pelo teste Duncan a 5%.

3.4.2 Germinac¢ao em condicoes laboratoriais

3.4.2.1 Germinacao em caimara

Para realizacdo dos testes de germinacdo em condi¢des controladas foi utilizado
germinador do tipo cAmara, que permite boa acomodacao das amostras e dispositivos para o
controle de temperatura, luz e distribui¢ao das horas de exposi¢ao a estes.

As sementes foram mantidas nos mericarpos tendo previamente sido eliminado o

excesso de impurezas (partes de flores, restos de frutos, sementes mal formadas e sementes
chochas) por meio de ventilagdo for¢ada. Dessa forma, os frutos contendo uma semente no
seu interior foram individualizados e submetidos aos tratamentos descritos na tabela 3.
As avaliagdes de germinacdo foram realizadas com duas repeticdes de 50 frutos/sementes
dispostos em 5 fileiras de 10 frutos/sementes. Estes foram distribuidos sobre substrato
especial de germinacdo do tipo “blotter” umedecido com um volume de dgua igual a 2,5
vezes a sua massa (aproximadamente 10 ml), dispostos em caixas plésticas do tipo Gerbox
(11 x 11 x 3,5cm) transparentes e mantidos em germinadores com temperatura e tempo de
exposicao a luz controlados.

Para verificar as melhores condi¢des de germinacdo, foram combinados fatores
como temperatura, luminosidade, presenca ou auséncia de sais estimuladores de
germinacao aplicados em fruto/semente e em substrato (KNOj e dcido giberélico), choque
térmico de frio e calor seco por sete dias. As contagens foram realizadas semanalmente e
por até 8 semanas.

As temperaturas estudadas foram de 20, 25 e 30 °C constantes e a alternada de 20-

30 °C, sendo 20 °C por 16 horas e 30 °C por oito horas.
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O nitrato de potassio (KNO3) foi aplicado a 0,2% e o 4cido giberélico a 100 ppm.
As sementes foram colocadas para germinar sobre substrato inicialmente saturado com
solucdo com ambos os tratamentos. Periodicamente foi adicionada d4gua em quantidade
preconizada pelas Regras para Andlise de Sementes (RAS).

Para os testes com choque térmico, as sementes foram primeiramente expostas ao

frio (5-7°C) por sete dias (LOEFFLER et al., 1985) e em seguida submetidas a calor tendo

sido colocadas dentro de recipientes de vidro abertos mantidos em estufa a 400C por sete
dias (LAGO, 1974; BRASIL, 1992). Posteriormente, as caixas foram colocadas em

germinador para teste normal de germinagdo, segundo BRASIL (1992).

3.4.2.2 Verificacao de viabilidade das sementes

A andlise de viabilidade das sementes foi realizada por meio da embebi¢do do fruto
inteiro em soluc@o 1% de tetrazdlio (TZ) por 3 dias a 40°C, de acordo com metodologia de
KUHN e JERCHEL (1941).

A comprovagdo da viabilidade das sementes foi realizada por corte longitudinal sob
lupa com o auxilio de pinga e bisturi. A interpretacio foi baseada na extensao e localizacdo
de uma “mancha” vermelho-carmim brilhante desenvolvida nos tecidos vivos

(endosperma/embrido), como resultado da reducdo in situ do tetrazdlio.

3.4.2.3 Desinfeccio de sementes

Como forma de controle de contaminagdo e visando um melhor indice de
germinacdo foram realizados testes de desinfec¢do com hipoclorito de sédio 2,5% (4dgua
sanitdria) e fungicida Thiram 700PM 0,5% (dissulfeto de tetrametil-tiuram) (Tabelas 4 e 5).

Tanto o tratamento com hipoclorito, quanto o de Thiram, foram administrados de
duas formas, por embebicao dos frutos e por umedecimento do substrato, como segue:

Tratamento 1: Embebicdo das sementes em dgua por 20 minutos, seguido de
germinacao sobre substrato embebido em 4gua.

Tratamento 2: Embebicdo das sementes por 20 minutos em solugdo a 0,5% de
Thiram 700 PM, seguido de lavagem em 4gua e de germinacdo sobre substrato embebido

em agua.
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Tratamento 3: Germinagdo das sementes sobre substrato embebido em solucdo a
0,5% de Thiram 700 PM.

Tratamento 4: Embebicdo das sementes em solucao a 2,5% de hipoclorito de sddio
por 20 minutos, seguido de germinacdo sobre substrato embebido em dgua.

Tratamento 5: Embebicdo das sementes em solucdo a 2,5% de hipoclorito de sédio
por 20 minutos, seguido de germinacdo sobre substrato embebido em solucdo a 0,5% de
Thiram 700 PM.

Os frutos que receberam o tratamento por embebicdo permaneceram em ambas as
solucdes por um periodo de vinte minutos. J4 os demais frutos receberam uma tnica dose
em substrato. Assim como nos demais tratamentos os frutos foram colocados sobre papel
germinativo do tipo “blotter”, de modo a manter contato constante com o mesmo. O
fornecimento de dgua as plantas, foi realizado por saturacdo do substrato com dgua comum.
As técnicas foram aplicadas segundo metodologia corriqueiramente utilizada no
Departamento de Sementes do Instituto Agrondmico.

Ap0s verificacdo da melhor forma de aplica¢do dos produtos desinfetantes, ou seja,
embebicdo do fruto ou aplicacdo em substrato (Tabela 4), e tendo sido constatados
melhores resultados de germinacdo no tratamento de frutos embebidos, foi realizado um
teste para verificacdo do tempo de exposicdo dos frutos/sementes aos produtos, sem que
houvesse toxidez as plantulas (Tabela 5).

O teste para verificar o tempo de exposi¢do tolerado pelo fruto/semente foi
realizado com ambas as solucdes e a exposi¢do dos mesmos foi de 1,5, 10, 15, 20 e 25
minutos. Para a interpretacdo do teste levou-se em consideragdo o maior ndmero de
plantulas germinadas e o processo de contagem foi encerrado a partir do ponto em que este
nimero comegou a decair.

Todos os testes de desinfec¢do, viabilidade e germinacdo de sementes foram
realizados nas dependéncias do Departamento de Sementes do Instituto Agrondmico sob

orientacdo de profissionais daquele departamento.

3.4.3 Germinacao em casa de vegetacao
Tendo em vista a dificuldade em aclimatar as plantulas obtidas dos testes de

germinacdo em Gerbox, estes foram realizados em condi¢des de campo. Com base nos
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resultados obtidos em laboratdrio, alguns tratamentos foram repetidos em casa de vegetacao
buscando viabilizar a germinagdo e manutencdo das plantulas.

O experimento foi realizado com monitoramento da temperatura e sob irrigacdo por
micro-aspersdo. A contagem do niimero de plantulas obtidas foi realizada duas vezes por
semana.

Da mesma forma que em laboratério, utilizou-se uma mistura de sementes do
quimiotipo linalol, os frutos foram previamente limpos por ventilacdo. O plantio foi
realizado em caixas de isopor contendo células preenchidas por substrato do tipo Plantmax
hortali¢as-HT.

Cada tratamento foi representado por 20 frutos e repetido trés vezes, totalizando 60
frutos (Figura 1). Os seguintes tratamentos foram adotados:

Tratamento S1: Frutos/sementes que receberam tratamento de exposi¢do ao frio (5-
7°C por 7 dias), com aplicacdo de KNOj realizada por embebicdo dos frutos em solugdo
0,2% por 20 minutos.

Tratamento S2: Frutos/sementes que receberam tratamento de exposi¢do ao frio (5-
7°C por 7 dias), com aplicacdo de KNOj realizada em substrato a cada 3 dias.

Tratamento S3: Frutos/sementes que receberam tratamento de exposi¢do ao frio (5-
7°C por 7 dias) e em seguida choque térmico de calor (exposi¢do a calor seco 40°C por 7
dias), a aplicacdo de KNOj foi realizada por embebigcdo dos frutos em solugdo 0,2% por 20
minutos.

Tratamento S4: Frutos que receberam tratamento de exposic¢ao ao frio (5-7°C por 7
dias) e em seguida choque térmico de calor (exposi¢do a calor seco 40°C por 7 dias), com
aplicacdo de KNOj realizada em substrato a cada 3 dias.

Tratamento S5: Frutos que ndo receberam nenhum tipo de tratamento térmico, com
aplicacdo de KNOs realizada por embebigcdo dos frutos em solugdo 0,2% por 20 minutos.

Tratamento S6: Frutos que ndo receberam nenhum tipo tratamento térmico, com
aplicacdo de KNOs realizada em substrato.

Tratamento S7: Frutos que receberam tratamento térmico de calor (exposicdo a
calor seco 40°C por 7 dias), com aplicacdo de KNOs; realizada por embebigdo dos frutos em

solugdo 0,2% por 20 minutos.
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Tratamento S8: Frutos que receberam tratamento térmico de calor (exposi¢do a
calor seco 40°C por 7 dias), com aplicacdo de KNO; realizada em substrato.

A contagem de frutos/sementes germinados e o controle da temperatura foram
realizados diariamente e seguiram-se por até 8 semanas, da mesma forma que em
laboratdrio.

As médias dos resultados dos tratamentos envolvendo germinagdo em casa de

vegetacdo, foram comparadas por teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

S2 (FRIO) S1 (FRIO) S4 (FR+ CALOR) S3 (FR+ CALOR)
of 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
3
§ 0,025 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
o
e 0o0s] 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
] }
o
3 01| 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
8 }
02| 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Aplicagdo em: Substrato Embebidas Substrato Embebidas
S6 S5 S8 (CALOR) S7 (CALOR)
o 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
8
§ 0,025 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
o
e 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
i 0,05
§ ol 2 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
0.2 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Aplicagdo em: Substrato Embebidas Substrato Embebidas

Figura 1: Esquema da distribuicio dos tratamentos realizados em casa de vegetacdo

3.5 Realizacao dos cruzamentos dirigidos

Foram realizados cruzamentos biparentais para obtencdo de progénies de irmaos
germanos. Para tanto, partiu-se de clones com caracteristicas agrondmicas e fitoquimicas
diversas em relacio a morfologia, rendimento de massa foliar, resisténcia a virose,
rendimento e composicao de 6leos essenciais.

Os clones utilizados foram: IAC-2 (linalol com melhor rendimento de massa foliar
seca MFS); IAC-6 (linalol), IAC-8 (linalol isdbmero puro); IAC-11 (mirceno/canfora), IAC-
13 (limoneno/carvona com virus), IAC-17 (citral com alto rendimento MFS) e IAC-20

(citral com alto rendimento MFS, porém com virus).

27



Em razdo do tamanho reduzido das flores da L. alba para efeito de realizacdo dos
cruzamentos dirigidos, os parentais escolhidos para serem cruzados foram plantados lado a
lado dentro de uma lavoura de café, nas dependéncias do Centro Experimental de Campinas
(IAC), cujas plantas ja se encontravam com pelo menos 15 anos (variedade Mundo Novo).
Os parentais foram dispostos a uma distancia minima de 30 metros uns dos outros
(isolamento), procedimento este adotado para evitar a contaminag¢do por polens ndo
desejados. Desta forma, os cruzamentos realizados foram:

Cruzamento 1 (IAC-8 x TAC-8/ Linalol x Linalol): permite analisar o padrdo de
segregacdo de 6leo (se ocorrer cruzamento), verificar o modo preferencial de reproducio, e
caso contrdrio, torna-se possivel verificar que a distincia minima relativa entre os
cruzamentos nao foi suficiente;

Cruzamento 2 (IAC-8 x IAC-2/ Linalol x Linalol): permite analisar o padrdo de
segregacdo de dleo (se ocorrer cruzamento), verificar o modo preferencial de reproducio
entre plantas que sdo classificadas no mesmo quimiotipo, porém sendo clones distintos;

Cruzamento 3 (IAC-8 x IAC-17/ Linalol x Citral): Este cruzamento permite
analisar o padrao de segregacdo de 6leo (se ocorrer cruzamento), tipo de folha, e busca por
um aumento no rendimento de massa;

Cruzamento 4 (IAC-8 x IAC-20/ Linalol x Mirceno): Este cruzamento permite
analisar o padrdo de segregacdo de 6leo (se ocorrer cruzamento), o tipo de folha, e busca
por um aumento no rendimento de massa;

Cruzamento 5 (IAC-2 x IAC-20/ Linalol x Mirceno): Cruzamento que permite
analisar o padrio de segregacdo de dleo (se ocorrer cruzamento), tipo de folha, e busca por
um aumento no rendimento de massa;

Cruzamento 6 (IAC-17 x IAC-17/ Citral x Citral): permite analisar o padrdo de
segregacdo de o6leo, verificar o modo preferencial de reprodugdo, e ainda verificar se a
distancia minima relativa entre os cruzamentos foi suficiente;

Cruzamento 7 (IAC-17 x IAC-13/ Citral x Limoneno-carvona): permite analisar o
padrdo de segregacdo de Oleo e segregacdo para resisténcia a virose;

Cruzamento 8 (IAC-17 x IAC-11/ Citral x Mirceno-canfora): permite verificar o

padrdo de segregacdo de 6leo e rendimento de massa nos individuos segregantes;
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Cruzamento 9 (IAC-13 x IAC-13/ Limoneno-carvona X Limoneno-carvona):
permite analisar o padrdo de segregacio de dleo e segregacio para resisténcia a virose;

Cruzamento 10 (IAC-11 x IAC-13/ Mirceno-canfora x Limoneno-carvona): permite
analisar o padrdo de segregacdo de 6leo e segregacdo para resisténcia a virose;

Cruzamento 11 (IAC-11 x TAC-11/ Mirceno-canfora x Mirceno-canfora): permite
analisar o padrdo de segregacdo de 6leo e modo preferencial de reproducao;

Cruzamento 12 (IAC-6 x IAC-13/ Linalol x Limoneno-carvona): permite analisar o
padrao de segregacdo de dleo e segregacdo para resisténcia a virose.

A distribui¢@o dos cruzamentos em campo ocorreu de forma aleatéria e o esquema

da disposi¢do dos mesmos encontra-se na figura 2.

30 metros
«—

Figura 2: Mapa da drea de localizacdo dos cruzamentos biparentais de L. alba.

3.6 Analise Molecular por RAPD
Folhas jovens e sadias dos cruzamentos que geraram progénie (57 individuos, parentais
+ descendentes de 7 cruzamentos), foram coletadas e maceradas em almofariz de porcelana

com nitrogénio liquido. A extracdo de DNA foi realizada a partir de 0,3g de tecido
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macerado com MATAB 2% e de acordo com o protocolo CIMMYT (International Maize
and Wheat Improvement Center), com modificacdes sugeridas por YAMAMOTO (2006).
Ao final o DNA foi tratado com RNase (2 ul, Ci=10ng/ul, 37°C por 30 min);

Para a reagdo de amplificagdo por PCR/RAPD foram utilizados 5ng de DNA. Os
primers selecionados foram definidos com base no trabalho de YAMAMOTO (2006), a
qual estabeleceu 25 primers (Operon Technologies Inc) polimorficos para oito formas de L.
alba. Dentre estes, sete foram escolhidos em funcdo do polimorfismo gerado e com
resolucdo inequivoca de pelo menos uma banda diferenciadora dos quimiotipos. Os primers
adotados foram: OPK-2; OPK-4; OPK-6; OPK-8; OPK-14; OPK-17 e OPF-7. A reacdo de
PCR foi realizada em volume final de 15ul (3mM MgCl,; 0,15mM dNTP; 0,3pmol primer,
e; 0,05U/ul Tag Polymerase) e submetida a um ciclo com desnaturacio inicial de 96°C por

Imin, 44 ciclos de 94°C por Imin (desnaturagdo), 35°C por Imin (fusdo do primer), 72°C
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horas. Em seguida o material foi transferido para o alcool 70% e armazenado na geladeira.
A estimativa da viabilidade do pdlen foi possivel por observa¢do em microscépio 6tico da
presenca de exina intacta e coloracdo rosa forte dos graos de pdlen apds tratamento quimico
com o corante carmim propidnico 2% sobre laminas de vidro (EINHARDT et al.; 2006).
Foram considerados invidveis ou vazios os grdos sem coloragdo e vidveis os que
apresentavam coloracdo rosa forte. Foi realizada ainda a contagem de células que
apresentassem tamanho visivelmente anormal. Para contagem foram tomadas trés 1aminas e
20 campos inteiramente casualisados de cada lamina para cada quimiotipo utilizado nos

cruzamentos de L. alba.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao Morfologica

Os dados de caracterizagdo morfolégica permitiram verificar que as flores de L.
alba sao hermafroditas, levemente pedunculadas, apresentam coloragdo résea-violaceas, e
tubo da corola de coloracdo amarela e sdo do tipo liguladas. Estas avaliagdes estdo de
acordo com os estudos realizados por EHLERT, 2003, com Lippia alba (Mill) N. E. Brown
para a produgdo e qualidade de 6leos. As flores apresentam 4 estames didinamos, sendo
dois destes mais longos que os demais (Figura 3), com papila estigmdtica em posi¢ao
lateral, ovério sipero com nectdrio basal na forma de anel e dois carpelos. Ao microscopio
¢ clara a presenca de tricomas em todo o tubo. Todas as flores encontram-se inseridas em
inflorescéncias do tipo glomérulo com até 12 flores por inflorescéncia (Figura 3). No
entanto, EHLERT (2003) diz ter encontrado apenas de 3 a 5 flores por inflorescéncia em L.
alba. Segundo CORREA (1992) a espécie estd sujeita a grandes variagdes morfoldgicas,
anatOmicas e ainda fitoquimicas. VESQUE (1885), afirma que a subfamilia Verbendide, a
qual pertence a L. alba, apresenta considerdvel instabilidade na estrutura de 6rgdos que

geralmente sdo constantes na grande maioria das espécies.
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Figura 3 - Caracterizacdo morfoldgica de flores de L. alba: a. Inflorescéncia
de L. alba. b. Flores individualizadas. ¢. Visualiza¢do do interior da corola
com presenca de tricomas e estames. d. Flor com abertura lateral, para
visualizacdo dos quatro estames presentes, sendo dois superiores e dois
inferiores.

O fruto de L. alba é um esquisocarpo composto por dois mericarpos (meio-frutos)
que se separam facilmente. O mericarpo é do tipo drupa, de forma orbicular-ovéide,
arredondado de um lado e achatado do outro, formado por: (a) um epicarpo liso, preto e
fosco; (b) um mesocarpo cuja massa farinicea e consistente lembra o endosperma (material
de reserva) das monocotiledoneas e (c) um endocarpo levemente rigido, contendo pouco
material de reserva e uma semente cilindrica e diminuta, com um embrido formado por
dois cotilédones e um eixo hipocoétilo-radicula muito pouco diferenciado (Figura 4).
GOMES et al. (1993), afirma que o envoltério preto (pericarpo) é apenas um cdlice

acrescente que evolve o fruto.

33



Figura 4 - Frutos/sementes de L. alba. a. frutos do tipo esquizocdrpicos
separados. b. Fruto inteiro. ¢. Fruto individualizado e cortado para visualizagdo do
embrido. d. Plantula com um dia de germinacdo, dois cotilédones e um eixo
hipocétilo-radicula pouco diferenciado.

O mericarpo, tecnoldgica e funcionalmente uma semente, apresenta dimensdes entre
1,0 e 1,7 mm, sendo que um grama contém aproximadamente 1.000 sementes.

O embrido € rudimentar, pouco diferenciado, de forma alongada, localizado em uma
cavidade no interior da massa do mesocarpo, sendo muito pequeno, medindo
aproximadamente 0,60 mm de comprimento e 0,15 mm de largura (Figura 4).

Na germinacdo, o embrido absorve dgua, alonga-se, rompe os envoltérios por uma
espécie de opérculo e se separa do restante da semente, crescendo independentemente, sem
continuar a absorver nutrientes da massa remanescente do mericarpo. A plantula, composta
por radicula e parte aérea (hipocétilo e folhas cotiledonares), ao destacar-se da semente
apresenta dimensdes também diminutas, em torno de 5,0 mm de altura e cauliculo com 0,4

mm de largura (Figura 4).
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O resultado da caracterizacdo foliar dos quimiotipos utilizados nos cruzamentos
encontra-se sumarizado na figura 5. Nenhum dos quimiotipos apresentou diferencas quanto
a algumas caracteristicas foliares, sendo todas: simples, inteiras, pecioladas, pubescentes e

serrilhadas, opostas e alternadas.

Figura 5 — Ramificacdes apicais dos sete gendtipos usados como parentais — folhas grandes,
arredondadas e internddios longos para os parentais pertencentes ao quimiotipo linalol (IAC-2, IAC-6
e IAC-8) e mirceno/canfora (IAC-11). Os gendtipos do quimiotipo limoneno/carvona (IAC-13), citral
(IAC-17) e mirceno (IAC-20) apresentam folhas pequenas e alongadas em intervalos mais curtos,
sendo visivelmente notados os sintomas de infeccdo virética (CMV-Cucumber Mosaic iirus) do
genétipo IAC-13, como as distor¢des foliares.

As diferencas foliares entre os quimiotipos estudados foram mais relevantes para
tamanho, forma, coloracao e textura.

IAC-2, TAC-6 e IAC-8 (Linalol): apresentam folhas grandes e arredondadas com
coloracdo verde bandeira, dsperas, porém ndao muito espessas, dentre estas, o genotipo IAC-
8 apresenta maior maciez.

IAC-11 (Mirceno/canfora): apresenta folhas grandes e arredondadas, assimilando-se
as do quimiotipo linalol, porém, apresenta coloragcdo verde escura, extremamente asperas e
espessas.

IAC-13 (Limoneno/carvona): apresenta folhas pequenas e alongadas com coloragdo
verde claro, levemente dsperas, sendo visivelmente notados os sintomas de infeccdo

virética (CMV-Cucumber Mosaic iirus) como as distor¢des foliares.
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IAC-17 (Citral): apresenta folhas pequenas e alongadas com coloragdo verde clara e
de textura macia.

IAC-20: apresenta folhas pequenas e alongadas, de coloracdo verde clara, ndo
dspera, porém levemente mais espessas.

Estudos realizados por TAVARES et al. (2003) com plantas do quimiotipo citral e
carvona estdo de acordo com a caracterizacdo das folhas do presente estudo em relacdo aos
mesmos quimiotipos. Da mesma forma, estudos posteriores dos mesmos autores (2004) ao
descreverem plantas do quimiotipo linalol em seus relatos. Porém, SANTOS-MENDES
(2001) realizou a caracterizacdo morfoldgica de diversos quimiotipos de L. alba e constatou
a presenca tanto de bordo serreado quanto de bordos denteados num mesmo quimiotipo.

JANNUZZI (2006), em trabalho com 16 acessos de L. alba no Distrito Federal,
encontrou maior drea foliar para plantas com 6leo essencial quimiotipo linalol e em seus
estudos de correlacdo pdde concluir que hd uma relacdo positiva entre drea foliar,
comprimento de aste, elevada concentragdo de linalol e menor rendimento de oleo
essencial. As caracteristicas foliares encontradas neste trabalho sdo bastante similares as do
autor.

Outra caracteristica observada foi o nimero de folhas por né. Com excecdo dos
quimiotipos IAC-13 (limoneno/carvona) e IAC-20 (citral), todos os demais possuem duas
folhas por né. Estes dois materiais apresentaram nimero variado de folhas por n6, podendo
chegar a sete. Ambos possuem como caracteristica comum sintomas tipicos de infec¢cdo por
virus, ou seja, grande numero de brotacdes laterais, folhas pequenas, retorcidas e
amarelecidas. Segundo YAMAMOTO (2006), andlises de teste ELISA (Enzyme Linked
Immuno sorbent Assay) e de hospedeiro diferencial realizadas pelo Instituto Bioldgico — SP,
identificaram a presenca do virus CMV (Cucumber Mosaic Virus) infectando plantas
desses dois quimiotipos.

Muito embora plantas de alguns dos quimiotipos utilizados nos cruzamentos
apresentassem numero constante de folhas na inser¢cdo dos nds, observacdes de campo
revelam que o cardter nimero de folhas por né deve ser influenciado pelo ambiente pois os
mesmos quimiotipos presentes na colegdo de germoplasma de Lippia alba do IAC
apresentaram trés folhas por nd. Observacdes semelhantes foram mencionadas por

SANTOS-MENDES (2001), em estudo sobre a caracterizacdo botanica de oito formas de L.

36



alba. As formas desse estudo ora apresentaram duas e hora trés folhas por nd. A autora cita
que um dos fatores que poderia ter influenciado esta caracteristica em seu experimento foi o
numero de podas que as plantas sofreram.

Em relacdo ao hébito de crescimento, os quimiotipos IAC-2, IAC-6, IAC-8 (linalol)
e IAC-11 (mirceno/canfora) apresentaram-se decumbentes, podendo seus ramos chegar a
cerca de 3 metros apds contato com solo. Nos gendtipos IAC-13 (limoneno/carvona com
virus); IAC-17 e TAC-20 (citral com e sem virus respectivamente) o hédbito de crescimento
observado foi predominantemente ereto, embora com ramos laterais podendo alcancar dois
metros de comprimento, concordando com a descricio de CASTRO (2001), SALIMENA
(2000) e CORREA (1992). Em relagdo aos quimiotipos citral e carvona, TAVARES et al.
(2003) afirmam que seus ramos podem alcancar cerca de 1,8 m de comprimento, sendo o

quimiotipo citral mais invasor que o carvona.

4.2 Modo preferencial de Reproduciao

Os resultados dos testes de ensacamento de inflorescéncias antes da antese
encontram-se resumidos na tabela 1. Os dados médios obtidos para os caracteres peso de
fruto/peso de inflorescéncia (%) e numero médio de fruto/inflorescéncia para ramos
protegidos foram de 4,2 e 0,69, respectivamente, enquanto que para ramos nao protegidos
foram obtidos os valores de 31,3 e 14,9, respectivamente, indicando claramente tratar-se de
uma espécie preferencialmente alégama. Porém, houve comportamento diferenciado entre
0s quimiotipos testados para os pardmetros utilizados para verificar o modo preferencial de
reproducdo, sendo o quimiotipo Linalol menos incompativel que os demais, conforme se
observa pelo elevado numero de frutos produzidos ou pela relagdo peso de frutos e peso de
infrutescéncia obtidos nos ramos ensacados (Tabela 1).

O modo preferencial de reproducdo da espécie, ou seja, se € aldgama ou autégama,
¢ de fundamental importancia diante da perspectiva de se iniciar atividades de
melhoramento genético. Os procedimentos de obtengdo e conducdo de populagdes hibridas
sdo, normalmente, determinados por esta caracteristica. No caso da espécie L. alba, nao foi
encontrado em literatura nenhum estudo abordando este comportamento. Portanto, nossos
resultados sdo originais e indicam que futuros procedimentos visando o melhoramento

genético da espécie devem ser conduzidos assumindo a alogamia na espécie. Além disso,
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os resultados também permitem observar que a produgdo de frutos pode variar de um
quimiotipo para outro e que essa caracteristica deva ser levada em consideragdo para

escolha das plantas mae para efeito de coleta de maior nimero de sementes.

Tabela 1 - Numero médio de frutos por infrutescéncia (num.Fr/Infrut) e peso de frutos
por peso de infrutescéncia (peso Fr/peso Infr.) obtidos de diferentes quimiotipos de L.
alba a partir de flores protegidas e ndo protegidas por ensacamento.

TRAT. Clone num.Fr/Infrut. peso Fr/peso Infr.
LINALOL 0,9 5,6
TC/M/C 0,18 0,5
PROT. LIM/CARV 0 0
CITRAL 0,75 2
Total Proteg. 0,69 4,2
LINALOL 7.4 37,5
TC/M/C 32,9 32,1
LIVRES LIM/CARV 9 22,2
CITRAL 13,7 32,1
Total Livre 14,9 31,3

TC/M/C: transcariofileno/mirceno/cinfora e LIM/CARYV: limoneno/carvona.

4.3 Germinacio em Campo

O estudo de germinacdo de L. alba foi inicialmente realizado em condicdes de
campo e a partir de frutos inteiros em virtude da dificuldade de se individualizar as
sementes, mesmo procedimento adotado por ROSA & FERREIRA (2001), em estudo
realizado com Aloysia gratissima, planta medicinal de semente extremamente pequena
(0,3mg).

Dos 1.000 frutos inteiros destinados ao estudo, metade (500) permaneceram intactos
e a outra metade passou pelo processo de escarificagdo. O procedimento de escarificacdo
foi adotado por ser de um método simples, eficaz e de baixo custo e que poderia revelar
pistas em caso do baixo indice de germinacdo da espécie ser devido ao tegumento ou outros

fatores de dorméncia (MARCOS-FILHO et al., 1987).
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A andlise dos resultados da germinagdo revelou ndo haver efeito significativo

(Duncan 5%) entre escarificados e ndo escarificados (Tabela 2). Resultado semelhante foi

obtido por ZAYAT & RANAL (1997) entre sementes escarificadas e ndo escarificadas de

Erechtites valerianaefolia, demonstrando que muitas vezes o envoltério ndo constitui

barreira para o processo germinativo. Porém, foi observado efeito significativo da

germinacdo de sementes entre dois clones do estudo, IAC-1 e TAC-2, cujas diferencas

podem estar relacionadas as diferencas de tamanho das sementes ou por representarem

ecotipos diferentes.

Tabela 2 - Numero de plantas germinadas e porcentagem de germinac¢do de sementes de
diferentes acessos de Lippia alba submetidas ou ndo a escarificacdo. Letras semelhantes
indicam que as médias sdo semelhantes ao nivel de 5% do teste de Duncan.

ICLONES LINALOL PL. GERMINADAS

GERMINACAO %

IAC-1 C/ESC 21 a C/ ESC 42 a
S/ ESC 17 a S/ ESC 3,4 a
Subtotal 38 A Subtotal 7,6 A
IAC-2 C/ESC 2 a C/ ESC 0,4 a
S/ ESC la S/ ESC 0,2 a
Subtotal 3 C Subtotal 0,6 C
IAC-3 C/ESC 15 a C/ ESC 3a
S/ ESC 17 a S/ ESC 3,4 a
Subtotal 32 AB Subtotal 6,4 AB
IAC-4 C/ESC 11 a C/ ESC 2,2 a
S/ ESC 2 a S/ ESC 0,4 a
Subtotal 13 ABC Subtotal 2,6 ABC
IAC-5 C/ESC 10 a C/ ESC 2a
S/ ESC 1a S/ ESC 0,2 a
Subtotal 11 ABC Subtotal 2,2 ABC
IAC-6 C/ESC 8 a C/ ESC 1,6 a
S/ ESC 5a S/ ESC l1a
Subtotal 13 ABC Subtotal 2,6 ABC
IAC-7 C/ESC 9a C/ESC 1,8 a
S/ ESC 16 a S/ ESC 3,2 a
Subtotal 25 ABC Subtotal 5 ABC
IAC-8 C/ESC 0a C/ ESC 0,2 a
S/ ESC 7 a S/ ESC 1,4 a
Subtotal 7 BC
MEDIA GERAL PLS GERMINADAS GERMINACAO %
C/ ESC 8,2 A 1,7 A
S/ ESC 6,7 A 1,3 A

N° de sementes/clone: 1000 = 500 escarificadas e 500 sem escarif.
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Porém, em razdo da baixa taxa de germinacdo obtida nas condi¢des de campo,
diversos tratamentos foram realizados em laboratorio, combinando fatores como
temperatura, presenca ou auséncia de sais estimuladores de germinacdo e choque térmico
de frio e calor. A aplicacdo destes tratamentos pode superar algumas causas da dorméncia
tais como impermeabilidade do tegumento, alterar a relacdo entre promotores e inibidores

da germinagdo ou alcangar a maturidade fisiologica.

4.4 Germinacao em Condicoes Laboratoriais

Os resultados do estudo de germinagcdo em condi¢des controladas encontram-se
sumarizados na tabela 3. O processo de germinacdo € definido como a emergéncia e o
desenvolvimento de estruturas essenciais do embrido, manifestando sua capacidade para
dar origem a uma plantula normal, sob condi¢cdes ambientais favordveis (MARCOS-
FILHO, 1987). Desta forma as contagens s6 incluem plantulas de aspecto normal.

Do ponto de vista fisiolégico, a germinacdo ocorre somente em condi¢des
ambientais favordveis, ou seja, dgua, temperatura, oxigénio e luz, sendo que a primeira
condi¢do para a germinacdo de uma semente vidvel e ndo dormente, € a disponibilidade de
agua (MARCOS-FILHO, 1987; POPINIGIS, 1977). Sabe-se que dentro de determinados
limites, a velocidade de embebicao aumenta com o aumento da temperatura, isto porque, o
aumento da temperatura causa aumento das atividades metabdlicas, o que em muitos casos
leva a uma maturidade mais rdpida da semente, caso esta esteja relacionada aos baixos
indices de germinagao.

Com base nestes efeitos foram aplicadas diversas temperaturas nos frutos/sementes
de L.alba para verificar se temperaturas alternadas, realmente eram as mais favoraveis.
Sabe-se ainda que as sementes da maioria das espécies cultivadas geralmente germinam sob
limites relativamente amplos de temperatura, enquanto outras, principalmente aquelas que
ainda ndo passaram por processo de domesticacdo, apresentam exigéncias mais restritas
(MARCOS-FILHO, 1987).

As sementes da maioria das plantas cultivadas germinam tanto em escuro quanto em
luz, porém geralmente a exigéncia de luz para germinar por parte de determinadas espécies
estd relacionada a algum tipo de dorméncia (POPINIGIS, 1977). Como nos testes em L.

alba ndo ocorreu um indice satisfatorio de germinagcdo de suas sementes somente na
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presenca de luz ou na sua auséncia (dados ndo mostrados), a combinagdo de presenca ou
auséncia de luz foi um dos fatores avaliados para verificar esta exigéncia.

As respostas obtidas dos diferentes tratamentos permitem concluir que a melhor
condicdo de germinacdo de semente de L. alba (64%) foi com regime de temperatura de
20°C por 16 horas seguido de 30°C por 8 horas, em substrato especial do tipo “blotter”,
umedecido com solucido aquosa de KNO; a 0,2% e submetida a choque térmico de calor.
Elevado indice também foi obtido apenas utilizando o mesmo regime de temperaturas
alternadas, porém sem o estimulador de germinagdo KNO3 (60%). Além disso, as sementes
foram mantidas na presenca constante de luz, confirmando a fotoblastia positiva na espécie
ja4 mencionada por ROSA & FERREIRA (2001). Este comportamento revela que pode
existir um mecanismo duplo de luz e temperatura envolvido na germina¢do, comum em
vdrias espécies, sendo que nestas a alternancia de temperaturas € mais eficiente do que a luz
na germinagdo. Segundo MAYER & POLJAKOFF (1989), esta é uma caracteristica de
plantas invasoras, podendo ocorrer grande variabilidade desse comportamento entre as

nativas.

Tabela 3. Testes laboratoriais de germinac¢do de sementes de Lippia alba combinando fatores como
temperatura, presenca ou auséncia de sais estimuladores em fruto e em substrato (KNOs e dcido
giberélico) e choque térmico de frio e calor seco.

EXP  TEMP (°C) KNO3 Ac. GIB. Choque. T. GERM. (%)
20 25 30 20-30 Fruto Substr. Fruto Substr. Frio Calor
1 0
2 0
3 8
4 14
5 0
6 0
7 60
8 44

)
H WO N = O
AN O = W
o O & O O

44
15 46

Onde, Temp 20-30 = 20°C por 16 horas e 30°C por 8 horas; Choque frio = exposicdo a 5-7°C por 7 dias;
Choque calor = exposicdo a calor seco 40°C por 7 dias.
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As sementes armazenadas em geladeira por sete dias (choque frio) apresentaram
elevada taxa de germinacdo, sobretudo quando este efeito foi combinado com a aplicagdo
do KNOj; (56% de germinacdo), indicando que as sementes dessa espécie podem nao ser
totalmente recalcitrantes como suspeitado inicialmente, podendo suportar o processo de
refrigeracio. Em contrapartida, sementes mantidas sob bancada e em condi¢des de
ambiente perderam a viabilidade em cerca de duas semanas. Os resultados do presente
estudo condizem com os obtidos por ROSA & FERREIRA (2001).

Os indices mais baixos de germinacdo foram obtidos nos experimentos cujas
temperaturas foram constantes (20, 25 e 30°C), mesmo adicionando o estimulador de
germinacao KNOs.

No caso do experimento em que frutos ou sementes receberam frio, houve grande
diferencga no periodo de emersdo de plantulas, sendo que na auséncia de nitrato de potdssio
a germinagdo iniciou-se somente aos 40 dias de semeadura e o indice obtido foi de 20%.
Em contrapartida, quando as sementes ou frutos receberam nitrato de potdssio, a
germinacdo iniciou aos 8 dias de semeadura e taxa obtida foi de 56%. Estes resultados
mostram que a aplicacdo de KNO3; aumenta o potencial de germinacdo e que somado ao
efeito de choque térmico de frio pode antecipar o inicio da germinagdo de L. alba, muito
embora possa ocorrer reducdo da velocidade de germinacao com o passar do tempo.

O pré-aquecimento é um procedimento usualmente recomendado para a superacio
da dorméncia de sementes de diversas espécies (INTERNATIONAL SEED TESTING
ASSOCIATION, 1985; BRASIL, 1992). Ele pode ser aplicado com o intuito de acelerar a
maturagdo fisiologica das sementes que nem sempre encontram-se nesse estddio de maneira
satisfatéria e uniforme no momento da colheita (LAGO, 1974; BRASIL, 1992). Em
oposi¢do, a aplicacdo de frio € provavelmente um dos testes mais utilizados para a
avaliacdo do vigor de sementes (POPINIGIS, 1977; MARCOS FILHO et al., 1987), tendo
sido desenvolvido inicialmente para milho e posteriormente adaptado para outras espécies.
Esta técnica sofreu variacdes propostas por LOEFFLER et al., (1985) e € utilizada ndo s6
para fins de vigor, como também como forma de estimular a geminacio (LAGO &
MARTINS, 1997).

Virios sdo os autores que citam e preconizam a aplicacio e o uso de reguladores de

crescimento principalmente pertencentes ao grupo das giberelinas e citocininas, bem como
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a aplicagdo de nitrato de potédssio (KNO3), para promog¢do e uniformiza¢do da germinacao
(ONO et al., 1993). A aplicacio KNO;3 e de acido giberélico foi realizada tanto por
saturacdo do substrato quanto por embebi¢do dos frutos em solu¢do contendo ambos. Em
relacdo a forma aplicacdo dos estimuladores de germinacdo KNO; e 4cido giberélico
(experimentos 8-9 e 14-15, respectivamente), foi verificado que a germinagdo de frutos
embebidos em KNO; foi menor do que a sua aplicacdo no substrato, cujos resultados
obtidos foram de 30 e 44%, respectivamente. Em contrapartida, a forma de aplicacdo do
dcido giberélico ndo foi determinante, pois os indices de germinacdo encontrados para esse
fator foram de 44 e 46% para sua aplicagdo no substrato e no fruto embebido,
respectivamente.

As observacdes das taxas de germinacdo nos diferentes tratamentos permitem
concluir que o regime de temperatura mais adequado a germinacdo das sementes de Lippia
alba é o de temperatura alternada de 20-30°C, em substrato especial do tipo "blotter",
umedecido com solucdo aquosa de KNOs a 0,2%, em presenga de luz (64%). Foi possivel
notar ainda que temperaturas constantes de 20°C, 25°C e 30°C foram prejudiciais a

germinacao.

4.4.1 Viabilidade de sementes

As observacdes da atividade respiratéria foram realizadas sob lupa por corte
longitudinal e exposicao da face résea do endosperma/embrido. A coloracdo pode se iniciar
apos sete horas e se desenvolve muito lentamente, havendo um grande niimero de sementes
coradas mesmo apds 48 horas de exposi¢do. Porém, a partir de 3 dias de exposi¢cdo foi
observada forte atividade de respiracdo dos embrides (cor rosada ou vermelho carmim) o
que revela ser necessario grande periodo de exposicao ao TZ (Figura 6).

A coloragdo rosada do embrido mostrou-se bastante reduzida a partir do quinto dia
de coleta dos frutos, mesmo apds 72 horas de exposi¢do ao TZ, sugerindo que o embrido
tenha vida curta, tipico de espécies recalcitrantes que ndo suportam desidratacdo, estando
de acordo com resultados de VIEIRA et. al, 2001. (Figura 6).

Durante a verificacdo por corte em lupa, foi observada a presenca de um grande
nuimero de sementes sem embrides (Figura 6), e em todos os casos, a massa de tecido

aparentemente endospermatico ndo se coloriu de vermelho quando exposta ao TZ, mesmo
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ap0s 72 horas, demonstrando ndo possuir metabolismo respiratorio, a semelhanca do que
ocorre em sementes de gramineas. Talvez este ndo seja um endosperma verdadeiro, pois o
endosperma das dicotiledoneas se colore de vermelho no TZ como, por exemplo, tomate e

mamona.

Figura 6 — Exposi¢do da atividade respiratéria endosperma/embrido de sementes de L.
alba ap6s imersdao em TZ (1%). a. Sementes com elevada viabilidade. b. Coloragao
rosada dos embrides bastante reduzida a partir do quinto dia de coleta dos frutos. c.
Sementes sem embrides.

Os testes de viabilidade de sementes foram realizados em frutos recém colhidos das
plantas utilizadas para a realiza¢cdo dos cruzamentos. A viabilidade média encontrada no
total de frutos analisados (30 frutos por planta) foi de 13,9%. Os valores obtidos para cada
cruzamento foram: IAC-8 x [IAC-8 (6,7%), IAC-8 x IAC-17 (17,3%), IAC-8 x IAC-20
(16,5%), IAC-2 x IAC-20 (19,5%), IAC-17 x IAC-17 (13,3%), IAC-17 x IAC-13 (23,5%),
IAC-17 x IAC-11(13,5%), IAC-13 x IAC-13 (6,6%), IAC-11 x IAC-13 (16,5%), IAC-11 x
IAC-11 (6,7%) e TAC-6 x IAC-13 (13,5%). O cruzamento IAC-8 x IAC-2 ndo possuia
frutos no periodo em que eles foram coletados (més de dezembro de 2006) e, portanto, este

cruzamento ndo foi considerado na analise.
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4.4.2 Desinfeccao de sementes

Desde o inicio dos testes de germina¢do em Gerbox notou-se elevada contaminagao
das sementes e do substrato por fungos. Em vista disso, foram feitas algumas observacdes
sobre desinfestacdo das sementes. Os resultados obtidos encontram-se sumarizados na

tabela 4.

Tabela 4 - Porcentagem de germinagcdo de sementes de Lippia alba submetidas a
tratamentos de desinfec¢do com hipoclorito de sédio (NaCLO) e fungicida (Thiram
700PM).

Tratamento| Aplicacio em Fruto | Aplicacdo em Substrato] Germinacao (%)

1 H20 por 20 minutos 26
2 Thiram 700PM 0,5% 16
3 Thiram 700PM 0,5% 16
4 NaClO 2,5% - 20 minutos 44
5 NaClO 2,5% - 20 minutos  Thiram 700PM 0,5% 16

Os melhores indices de germinacao (44%) foram obtidos com a aplicacio apenas de
hipoclorito de sodio a 2,5% por 20 minutos. O tratamento 1 alcangou 26% de germinacio,
apesar de ter apresentado grande crescimento de fungos. Os tratamentos 2 e 3,
correspondentes a aplicacdo de fungicida no fruto e no substrato, respectivamente, embora
tenha controlado o aparecimento de fungos, apresentaram os menores resultados de
germinacdo (16%), provavelmente por razdes de toxidez a semente. Evidéncia do efeito
repressivo do Thiran na germinagdo de sementes de L. alba foi também observado no
tratamento 5 (16%), onde o mesmo produto esteve presente. Portanto, o melhor controle de
infeccdo por fungos durante a germinacdo de sementes de L. alba em condigdes
laboratoriais foi obtido pelo tratamento utilizando apenas hipoclorito de s6dio 2,5% no
substrato, procedimento simples e de menor custo.

De acordo com estes resultados, foi realizado um teste para verificar se a toxidez
ocorrida pode estar relacionada ao tempo de exposi¢do das sementes aos produtos testados
(Tabela 5). Este teste foi realizado ainda porque a aplicagdo de NaClO em associagdo com
Thiram 700PM e a aplicacdo de Thiram 700PM sem associa¢do foram os tratamentos que

melhor controlaram o aparecimento de fungos, porém com baixo indice de germinacdo.
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Tabela S. Porcentagem de germinacdo de sementes de Lippia alba submetidas a
tratamentos de desinfec¢do com hipoclorito de sédio (NaCLO) e fungicida (Thiram
700PM) em diferentes tempos de exposic¢ao dos frutos.

Solucio Tempo de Exposicao (minutos) Germinacao (%)
1 5 10 15 20 25
X 10

X 14
X 36
X 48
X 58
X 40
Média 34,33
X 4
X 20
Thiram 700 PM X 22
a0,2% X 16
X 16
X 14

Média 15,33

NaClO 2,5%

No caso dos tratamentos utilizando NaClO 2,5%, podemos observar que as taxas de
germinacdo aumentam na medida que os frutos sdo também expostos a um maior tempo de
exposicao ao produto, com exce¢do do ultimo tratamento, ou seja, 25 min de exposic¢ao,
que apresentou queda da taxa de germinacdo (Tabela 5). Portanto, o melhor indice obtido
foi o de 20 min, concordando com os resultados anteriormente apresentados na tabela 4.

Os tratamentos envolvendo Thiram apresentaram menores valores da taxa de
germinacdo de sementes quando comparados ao tratamento com NaClO. No entanto,
utilizando este fungicida, o melhor indice de germinacdo foi obtido com 10 min de
exposicdo e a pior taxa com apenas 1 minuto. A partir de 15 minutos de exposi¢@o a taxa de
germinacao caiu para 16%, provavelmente devido a toxidez causada pelo produto. Portanto,
os dados obtidos permitem concluir que o melhor tratamento testado para desinfec¢do de
sementes de L. alba com propdsito de germinagdo foi por imersdo dos frutos em solugdo de
NaClO 2,5% por 10-20 minutos e que o fungicida Thiram, normalmente utilizado para esse
propdsito, provavelmente causou toxidez nas sementes da espécie, muito embora este

produto tenha controlado com maior eficiéncia o aparecimento de fungos.
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4.5 Germinacio em casa de vegetacao
Ao contririo do que foi observado nos testes de germinagdo realizados em
laboratério, ndo houve efeito de doses de KNO3 no experimento de casa-de-vegetagdo com

substrato organico e sob condi¢des ambientes (Tabela 6).

Tabela 6- Avaliacdo por teste Tukey (5%) do efeito de diferentes concentracdes de
KNOj; dentro dos diversos ambientes a que os frutos/sementes foram submetidos.

Efeito de diferentes concentracoes de KNO3 X Ambiente
média n° de pls germinadas - Tukey 5% CV=11,05
Doses  Ambiente Frio Calor Frio-Calor Média
0,000 1,00a 231a 259a 2,26 a 1,96 a
0,025 1,39a 1,08a 1,09a 1,31 a 1,22 ab
0,050 0,88a 1,00a 0,81a 1,65 a 1,07 ab
0,100 0,64a 1,00a 1,00a 1,00 a 0,90 b
0,200 0,50a 231a 13la 1,55 a 1,33 ab
Emb. (0,2%) 1,18a 1,56a 1,25a 2,19 a 1,52 ab

Nao foram detectadas diferencgas estatisticas entre a testemunha (dose zero) com as
demais concentracdes (0,0025; 0,05, 0,1 e 0,2 %). Esta auséncia de resposta para o KNO;
foi observada dentro de cada um dos tratamentos adicionais realizados no experimento de
casa-de-vegetacao (frio, calor, frio+calor), bem como entre as médias destes. Salienta-se
que, excetuando KNO3 a 0,025 % sob condi¢des de ambiente e a embebi¢do a 0,2 %, todos
os demais valores de nimero médio de sementes germinadas foram sempre inferiores aos
do controle.

Desta forma nao se justifica a aplicag@o do estudo de regressdes para as doses. Pode
se afirmar também que, apesar de valores inferiores de germinacio obtidos com o uso de
KNO; nas sementes, ndo foi detectado efeito fitotoxico, pois as médias ndo diferiram
estatisticamente, considerando-se uma adequada precisdo experimental de 11,05%. A
divergéncia encontrada quando comparamos resultados de laboratério e de campo pode ser
devido ao menor controle de temperatura, umidade relativa e luminosidade no experimento
realizado em casa-de-vegetacdo, além da utilizacdo de substrato organico com regas

freqlientes de solucdo de KNOs;, visando tornar-se mais semelhante ao tratamento do
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laboratério, o qual utilizou Gerbox contendo papel de filtro embebido em solucdo de
KNOs;. As temperaturas em casa de vegetacdo foram varidveis, ou seja, apresentou valores
de minima entre 10-11°C e de médxima de 42-43°C no periodo do experimento. Segundo
MARCOS-FILHO (1987), muitos sdo os fatores que podem influenciar a germinacio,
principalmente os efeitos da temperatura, pois estes podem influenciar a condi¢do
fisiolégica das sementes com aceleracdo ou redugdo de seu metabolismo.

A auséncia do efeito de KNOj3 nos tratamentos de germinagdo em casa de vegetacao
permitiu que os dados correspondentes as doses de KNO3 fossem agrupados dentro de cada
um dos demais tratamentos, contribuindo, dessa forma, para aumentar o tamanho efetivo da
amostra (300 sementes/tratamento). Com isso foram feitas andlises de regressdo polinomial
para as varidveis: tempo em dias e nimero de sementes germinadas, para cada um dos
tratamentos prévios realizados, o programa estatistico utilizado foi o SANEST (Sistema de
Andlise Estatistica), tanto para as andlises de variancia como para as regressoes.

Em termos gerais, considerando-se as médias de todos os tratamentos prévios
realizados nas sementes (frutos), a equagdo que mais se ajustou aos dados foi a polinomial
de segundo grau, com menores desvios de regressdo. Vale a pena ressaltar que a
significncia ou ndo da variancia desses desvios em relagdo aos pontos observados para os
esperados (equacdo) € testada pela estatistica F (Fisher) para rejeicdo ou aceite da hipdtese
de nulidade HO que, nos casos envolvendo regressdes polinomiais, preconiza a nao
associacdo entre os dois tipos de dados (falta de correlagdao). Entao, os valores de F a 1
(significativos) ou 5% (altamente significativos) na andlise de varidncia de regressoes
polinomiais, significam que a hipdtese HO, de ndo associacdo entre os dados, é falsa,
havendo por conseguinte, auséncia de desvios ou desvios minimos, portanto, ajuste dos
pontos observados a equacgdo determinada (LITTLE & HILLS, 1975).

Dentro de cada tratamento prévio realizado, observou-se que os R* foram sempre
elevados, entre 90,0 a 96,0. Os tratamentos: ambiente e calor, mostraram melhor ajustes
(desvios ndo significativos) para regressao linear dentro do intervalo de avaliagdo realizado
(Figura 7 e 9) enquanto os demais tratamentos, ou seja, frio e frio+calor, apresentaram
equacdo de regressdo do segundo grau evidenciando um ponto de mdaxima resposta
biolégica dentro das condicOes deste experimento (Figuras 8 e 10). Na média de todos os

tratamentos o maior nimero de plantas foi obtido aos 50 e 60 dias.
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Germina¢ao em fun¢do do tempo dentro do fator
temperatura Ambiente
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Figura 7 - Regressdao polinomial, do nimero de plantas germinadas em
temperatura ambiente.

Germina¢@o em funcdo do tempo dentro do fator

temperatura Frio
30,00 ~
0
2 25,00 -
e 20,00 -
o —e—Yy esperado
2 15,00 - y esp
< =y original
£ 10,00 +
£
@ 5,00
O
0,00 T T T 1
0 20 40 60 80
Tempo (dias) Y=-0,0018X + 0,2008X - 0,5933
R2=90,59

Figura 8 - Regressdao polinomial, do niimero de plantas germinadas apds
aplicacdo de temperatura fria.



Germinacao em fungdo do tempo dentro do fator temperatura
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Figura 9 - Regressdo polinomial, do niimero de plantas germinadas apds
aplicacdo de calor.

Germinacao em fungdo do tempo dentro do fator temperatura
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Os menores valores de germinac¢do de sementes foram obtidos no tratamento onde
as mesmas foram mantidas em condi¢cdes ambientes durante o periodo do experimento. A
regressdo com desvios ndo significativos entre os valores observados e calculados
(equagdo) e estatisticamente ndo significativos foi a linear, onde se obtiveram 15 plantulas
aos 70 dias da semeadura num universo amostral fixado de 300 plantas (Figura 7). O
coeficiente de determinacdao foi de 94,2%, evidenciando elevado controle do erro
experimental. Quando se aplicou as sementes o tratamento somente de frio (vide material e
métodos), a equacdo que melhor se ajustou a resposta bioldgica foi a quadrética com valor
de R* = 90,59 obtendo-se um ponto de méxima, ao aplicar a derivacio da equacio obtida,
de 60 dias onde se estima o valor de 24 sementes germinadas (Figura 8). Este resultado
superior em relacdo ao controle (ambiente), apesar de ainda reduzido, evidencia a
necessidade de se realizar um tratamento de temperatura baixa as sementes antes da
semeadura. Ao se analisar o resultado de aplicagdo de tratamento prévio de calor as
sementes, verificamos que o valor obtido foi menor do que o do tratamento a frio, porém
superior ao controle (Figura 9). A equacdo dentro do intervalo de avaliagdo que melhor
explicou o efeito do tratamento aplicado foi a de primeiro grau, ndo permitindo o
estabelecimento de um ponto de inflexdo (valor méximo) dentro do intervalo considerado.
Nesse caso pode-se utilizar o valor mdximo como sendo o da ultima avaliacdo, mas de
forma restrita, pois com maior periodo de avaliacdo poder-se-ia atingir a estabiliza¢do da
curva com estimativa correta do ponto de maxima. Ao se combinar os dois tratamentos
aplicados as sementes (choque térmico) ou seja, primeiro exposi¢do ao periodo de frio
depois, seguido um periodo de calor, foram obtidos os melhores resultados dentre os
demais tratamentos realizados (Figura 10). O nimero de sementes germinadas (n° de
plantulas obtidas) no ponto estimado pela derivacdo da equacdo quadratica de regressao foi
de 29,0, superior ao tratamento de ambiente (15,0). O coeficiente de determinagdo foi
excelente, com o maior R? até entdo obtido (95,3%). Este fato indica a necessidade de
aplicar as sementes, tratamentos de choque térmico, antes da semeadura. Diferentes
periodos de tempo de exposicdo as duas condi¢des de temperatura, bem como variagcdes
destas e também inversdes (calor + frio) seriam necessdrios para aumentar os niveis de
germinacdo obtidos, uma vez que o melhoramento genético envolvendo testes de progénies

demanda um numero elevado de plantas para as avaliacdes experimentais (varios locais e
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anos). Além disso, a obtencdo de plantulas diretamente em substrato organico-mineral nas
condicdes de ambiente reduz o tempo de aclimatacdo e a perda nos transplantes, em relagcdo
as plantulas de laboratorio.

Como salientado no material e métodos, tendo em vista que foram obtidos dois
tipos de equacdes (linear e quadrdtica) nos tratamentos adotados nesta pesquisa e para
tornar os resultados mais comparativos e ainda, indicar o tratamento de maior precocidade,
optou-se por estimar, a partir das equagdes, o valor de germinagdo no intervalo de 25 dias
de avaliacdo. Desta forma, para o nimero de sementes germinadas, foram obtidos os
valores de 4,0; 11,0; 6,0 e 14,0 (Tabela 7). Este resultado mostra que o tratamento de
choque térmico com um periodo de frio seguido de calor mostrou-se ainda, superior,

embora mais proximo do tratamento de somente a frio.

Tabela 7 — Numero de plantas germinadas de Lippia alba aos 25 dias de semeadura,
para verificar a precocidade de cada um dos tratamentos.

Tratamento N° de plantas germinadas aos 25 dias
Ambiente 4
Frio 11
Calor 6
Frio + Calor 14

4.6 Realizacao dos Cruzamentos Dirigidos

Considerando o modo de preferencial de reproducdo alogdmico sugerido para a
espécie e o tamanho reduzido das flores e visando maior praticidade para obtencdo de
progénies, foi adotada a estratégia de isolar aleatoriamente os parentais escolhidos para
cruzamento utilizando como barreira fisica para evitar a contaminagdo por pdélen externo a
distdncia e plantas adultas de cafeeiro (distdncia minima de 30 metros entre dois
cruzamentos, como indicado na figura 2).

As infrutescéncias de cada um dos cruzamentos foram colhidas em diferentes
periodos (abril a junho) e mantidas em geladeira. Para comparagdo do grau de produgdo de

sementes supostamente hibridas, os frutos foram pesados e contados. O nimero médio do
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total de frutos obtidos de cada cruzamento foi de 291, com peso médio de 50 frutos de
0,034. O nimero médio de plantas obtidas a partir da germinagdo de todos os frutos obtidos

no periodo de coleta foi de cinco, o que representa 2,87% desse total (Tabela 8).

Tabela 8 - Producio total de frutos, peso de 50 frutos (gramas) e nimero de plantas obtidas a partir do
plantio total de frutos obtidos de cruzamentos de diferentes clones de Lippia alba.

Cruzamento Pl. mde N° frutos/ Desvio Soma Peso 50 frutos/ Desvio Pl. obtidas (%) Desvios Pl. obtidas

4 TAC-8xIAC-20 IAC-8 252 (-13,48) 0,058 (68,60) 16 (6,35) 121,25
IAC-20 63 (-78,37) 315 0,027 (-21,51) 12 (19,05) 563,76

3 TAC-8xIAC-17 IAC-8 305 (4,72) 0,05 (45,35) 9(2,95) 2,79
IAC-17 855 (193,56) 1160 0,037 (7,56) 4(0,47) -83,62

8 TAC-17 xIAC-11 IAC-17 490 (68,24) 0,033 (-4,07)
TIAC-11 490

5 TAC-20xTAC-2 TAC-20 936 (221,37) 0,049 (42,44) 33 (3,52) 22,65
TIAC-2 310 (6,44) 1246 0,055 (59,88) 4(1,29) -55,05

12 TAC-6xIAC-13 TIAC-6 302 (3,69) 0,083 (141,28) 2 (0,66) -77,00
TIAC-13 948 (225,49) 1250 0,024 (-30,23)

10 TAC-13 x IAC-11 TAC-13
TIAC-11

2 JAC-2xIAC-8 TAC-2 113 (-61,20) 0,051 (48,26) 5 (4,42) 54,01
IAC-8 355 (21,89) 468 0,06 (74,42) 11 (3,10) 8,01

7 TAC-17 xIAC-13 IAC-17 235 (-19,31) 0,037 (7,56) 1(0,42) -85,37
TIAC-13 235

1 TJTAC-8xIAC-8 IAC-8 124 (-57,42) 124 0,056 (62,79) 2 (1,61) -43,90

11 TAC-11 x IAC-11 TAC-11 217 (-25,49) 217 0,04 (16,28) 2 (0,92) -67,94

9 TAC-13xIAC-13 IAC-13

6 TAC-17 xIAC-17 TAC-17 320 (9,87) 320 0,029 (-15,70)

MEDIA 291,25 0,0344 5,05 (2,87)

Onde: TAC-2, IAC-6 e IAC-8, pertencem ao quimiotipo linalol; IAC-11 ao quimiotipo mirceno/canfora;
IAC-13 quimiotipo limoneno/carvona; IAC-17 quimiotipo citral; e IAC-20 pertence ao quimiotipo
mirceno.

Os principais resultados dos quimiotipos envolvidos nos cruzamentos realizados

IAC-8 (quimiotipo linalol), participou dos cruzamentos 1, 2, 3 e 4, com diferentes
respostas em fungdo do quimiotipo com o qual foi cruzado. O cruzamento 1 foi realizado
com ele préprio (autofecundacio) tendo sido observada a mais baixa producio de sementes.
No entanto, os frutos apresentavam peso acima da média. As sementes oriundas desta
autofecundacdo apresentaram aspecto fosco e baixo indice de germinacdo tendo sido obtido

apenas duas plantas adultas. No caso do cruzamento 4 (com [AC-20, quimiotipo mirceno),
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o clone IAC-8 produziu um total de sementes abaixo da média, embora com elevado peso
de 50 sementes (252 e 0,058, respectivamente). A resposta de germinacdo das sementes
desse cruzamento foi relativamente rdpida, quando comparada as demais progénies, e
foram obtidas 16 plantas do total de 252 frutos plantados (6,35%). No cruzamento 3 (com o
IAC-17, do quimiotipo citral), o IAC-8 produziu nimero de frutos e peso de 50 sementes
acima da média (305 e 0,050, respectivamente). Finalmente, os resultados do cruzamento 2,
clone TAC-8 com o clone IAC-2 (quimiotipo linalol) apresentaram nimero de frutos e peso
de 50 sementes acima da média (355 e 0,060, respectivamente). O indice de germinacgdo
obtido foi de 11 plantas (3,1%) neste cruzamento.

TAC-2 (quimiotipo linalol) participou dos cruzamentos 2 e 5, nos quais respondeu
da seguinte forma. Ao ser cruzado com o clone IAC-20 (quimiotipo mirceno) produziu
nimero mediano de frutos (310) e de peso acima da média (0,055). Porém, o nimero de
plantas obtidas dessa planta foi relativamente baixo, de apenas quatro do total de frutos
plantados, ou seja, 1,29%. No cruzamento desse mesmo clone com outro do quimiotipo
linalol (IAC-8), foi obtido 113 frutos de peso médio de 0,051 (50 frutos). Do total de frutos
plantados foram obtidas apenas cinco plantas, o que corresponde a 4,42% de germinacao.

IAC-6 (quimiotipo linalol). Este clone foi cruzado apenas com o quimiotipo
limoneno/carvona (IAC-13) e estd representado no cruzamento 12. A producdo de frutos
desse clone foi mediana (302). Porém, os frutos apresentaram o maior peso de 50 sementes
quando comparado aos demais (0,083). No entanto, parece nao haver correspondéncia entre
peso de frutos e taxa de germinag@o ou de obten¢do de plantas, pois foram obtidas apenas
duas plantas do total de sementes plantadas, cujo indice (0,66%) foi um dos menores
encontrados.

IAC-20 (quimiotipo mirceno). Este quimiotipo participou dos cruzamentos 4 e 5.
No primeiro caso foi cruzado com o quimiotipo linalol (IAC-8) e produziu nimero total e
peso de 50 sementes bastante abaixo da média (63 e 0,027, respectivamente). Em
contrapartida, no segundo cruzamento, realizado com o clone IAC-2 (linalol), este clone
produziu o maior nimero de frutos dentre todos clones (936) de tamanho acima da média
(0,049). O numero de plantas obtidas foi relativamente baixo (3,53%) correspondendo a 33

plantas.

54



TAC-17 (quimiotipo citral). Participou dos cruzamentos 3, 6, 7 ¢ 8. No cruzamento
3, com o clone IAC-8, do quimiotipo linalol, este clone produziu elevado ndmero de frutos
(855) de peso mediano (0,037). Porém, o nimero de plantas derivadas desse clone foi
baixo, de apenas quatro plantas ou 0,47% de sucesso. A autofecundacdo desse clone
(cruzamento 6) produziu nimero mediano de frutos (320), porém grande nimero de
chochos e nenhuma planta foi obtida de suas sementes. O cruzamento do IAC-17 com IAC-
13 (limoneno/carvona), ou seja, cruzamento 7, produziu 235 frutos de peso semelhante a
média (0,037). Do total de 235 frutos colocados para germinar apenas uma planta foi obtida
(0,42%). O cruzamento 8 corresponde ao produto do mesmo clone cruzado com o
quimiotipo mirceno/canfora (IAC-11). A producido de frutos foi acima da média (490) e de
peso semelhante a média (0,033). No entanto, esse cruzamento ndo apresentou nenhuma
semente germinada. Vale ressaltar que os frutos desse cruzamento apresentavam-se foscos
e porosos, observagdes realizadas nos testes de viabilidade do embrido, quando puderam ser
observados sob lupa.

IAC-11 (quimiotipo mirceno/canfora). O clone citado participou dos cruzamentos 8,
10 e 11. Nos cruzamentos 8 e 10 este clone foi cruzado com os quimiotipos citral e
limoneno/carvona, IAC-17 e IAC-13, respectivamente. Em ambos os cruzamentos nao
houve a formacao de frutos. O cruzamento 11 refere-se a sua autofecundagdo e o peso de
50 frutos observado foi acima da média (0,040), sendo que do total 217 frutos produzidos,
apenas 2 plantas foram obtidas (0,92%).

TAC-13 (limoneno/carvona). Este quimiotipo participou de 4 cruzamentos (7, 9, 10
e 12). O cruzamento 9 assim como os cruzamentos 6 e 1 de autofecundagdo, ndo gerou
individuos, porém neste caso ndo houve se quer a formacao de frutos, as infrutescéncias
ndo se apresentavam cheias. O cruzamento 7, com o clone IAC-17 (citral), produziu 235
frutos de peso mediano (0,037) e apenas uma planta foi obtida a partir do plantio do total de
frutos obtidos, ou seja, a taxa de obtencdo de plantas apenas de 0,42%. No caso do
cruzamento 12, em que foi cruzado com IAC-6 (linalol), a producdo de frutos foi a maior
de todos os clones (948) embora de peso inferior a média (peso de 50 frutos de 0,024),
evidenciando a ocorréncia de frutos chochos. Nenhuma planta foi obtida desse cruzamento.
Os outros dois cruzamentos do clone IAC-13, com o quimiotipo mirceno/canfora (IAC-11)

e com ele proprio ndo geraram frutos.
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Portanto, observando-se o comportamento de todos os clones em conjunto,
podemos inferir que o linalol esteve presente em seis cruzamentos dos quais em 5 resultou
em boa producdo de sementes, excetuando-se a producio da sua autofecundagao.

O quimiotipo mirceno s6 aparece em dois cruzamentos € ambos realizados com
linalol (IAC-2 e TAC-8). Porém, apenas com o [AC-2 houve acentuada produ¢do de frutos
de peso elevado, ji que os resultados obtidos a partir do cruzamento com [AC-8 foram
inferiores.

O quimiotipo citral participou de quatro cruzamentos sendo um com cada
quimiotipo. De modo geral as respostas foram boas considerando que mesmo com o
quimiotipo mirceno/cinfora ou em autofecundag@o houve produgado de frutos. Porém s6 foi
possivel obter plantas desses cruzamentos quando o parental utilizado foi linalol ou
limoneno/carvona.

Para o quimiotipo mirceno/canfora e limoneno/carvona (IAC-11 e IAC-13,
respectivamente) a resposta de producdo de frutos ndo foi boa em nenhum dos
cruzamentos. Frutos colhidos do IAC-13 ndo geraram nenhuma planta adulta durante o
experimento.

Para a caracteristica nimero de frutos produzidos, os 3 melhores resultados foram
alcancados pelos genétipos IAC-13, IAC-20 e IAC-17, conforme se verifica na Tabela 8,
cujos valores foram de 948, 936 e 855, respectivamente. J4 quando se analisa a
caracteristica peso de 50 frutos, as melhores respostas advém do quimiotipo linalol (IAC-6
e IAC-8), que apresentaram valores de 0,083 e 0,058g, respectivamente. Para obtencao de
plantas adultas, os gendtipos que renderam os maiores valores de plantas obtidas (%) foram
[IAC-20 e IAC-8, com 19,05 e 6,35%, respectivamente, cujo nimero de plantas obtidas
foram de 33 e 16, respectivamente. Porém, os resultados obtidos indicam ndo haver relagdo
entre numero e peso de frutos com o nimero de plantas obtidas.

O clone TAC-20 (mirceno) apresentou boa capacidade de cruzamento com os
demais clones com os quais foi cruzado, estando presente em 6 dos dez melhores indices
para producdo e peso de frutos, maior indice de plantas germinadas em nimero e em
porcentagem. Em contrapartida, o genétipo IAC-13 (limoneno/carvona), muito embora
tenha apresentado elevado numero de frutos quando cruzado com I[AC-6, ndo gerou

nenhuma planta com os demais cruzamentos e mesmo quando foi autofecundado.
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4.7 Anélise por RAPD

As figuras 11 a 17 apresentam produtos de amplificacdes de RAPD e indicam a
formacao de provdveis hibridos dos cruzamentos 1, 2, 3, 5, 7, 11 e 12. De forma ilustrativa,
optou-se apresentar pelo menos um dos primers analisados para cada cruzamento.

A Figura 11 ilustra o produto da reagdo RAPD obtido para o clone IAC-8 e os
descendentes da sua autofecundacdo (cruzamento 1). O perfil do primer OPK-14 mostrou
que nenhum individuo diferenciou do parental. Apesar de poucos individuos obtidos na
progénie, este resultado permite inferir que os amplificados ndo segregaram, evidenciando

uma possivel homozigose para estas marcas.

Ladder

progénie

”i-n-i

Figura 11 - Gel de agarose 1,2% ilustrando o perfil de amplificacio RAPD do
quimiotipo linalol (IAC-8) e da progénie derivada da sua autofecundagdo obtido
com o primer OPK-14 (Operon Technologies).

A figura 12 mostra os amplificados RAPD obtidos com o primer OPK-2 para o
cruzamento IAC-2 linalol x IAC-8 linalol (cruzamento 2). Este cruzamento gerou 12
individuos na progénie. Vale salientar que os clones parentais, embora ambos do
quimiotipo linalol, s3o quimicamente distintos, o IAC-8 formado exclusivamente pelo
isdbmero (+) linalol enquanto que o IAC-2 possui os dois isomeros (+) linalol e (-) linalol.
Além disso, diferiram também em massa seca, rendimento de 6leo total e no perfil RAPD
(YAMAMOTO, 2006), conforme pode ser também observado na figura 13. Pode ainda ser
observado que o gendtipo IAC-2 (pl) apresenta duas bandas consistentes, com pesos
moleculares de aproximadamente 1200 e 750 pb, ao passo que o IAC-8 (p2) apresenta

bandas com pesos moleculares de aproximadamente 1000 e 700 pb. Nas progénies desse
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cruzamento observou-se segregacdo de onze individuos ocorrendo trés bandas e somente
um deles (individuo 10) com duas bandas de mesmo peso molecular ao p1l. Dos individuos
com trés bandas, o individuo 4 apresentou duas delas com peso molecular semelhante ao
p2, enquanto que os demais dez individuos apresentam duas bandas com peso molecular
semelhante ao p1. E importante salientar que em onze individuos surgiu uma nova banda de
peso molecular distinto dos parentais. Provavelmente houve recombinacdo génica entre os
dois materiais, o que mostra necessidade de verificar a segregacido para 6leos essenciais
majoritarios na progénie. Se houver segregacdo para quimiotipos diferentes de linalol pode-

se concluir que o marcador nao é associado ao quimiotipo, segregando independentemente.

A figura 13, por sua vez, apresenta o resultado da reacdo de RAPD com o primer
OPK-6 para o cruzamento entre os clones IAC-8 - linalol, IAC-17 - citral (cruzamento 3).
Os parentais apresentaram resolucdo no gel de trés bandas bem definidas e na plantula
originada desse cruzamento gerou pelo menos quatro bandas. No individuo da progénie
observa-se somente uma banda em comum aos parentais, com aproximadamente 1200 pb.

O fragmento de aproximadamente 750 pb, observada na plantula, é também encontrado no
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de bandas novas. Vale dizer que nos 20 clones de L. alba estudados por YAMAMOTO
(2006), bem como de outros estudos ndao incluidos em suas pesquisas (comunicacao
pessoal) e nos 16 acessos de JANNUZZI (2006), ndo foram observados nos cromatogramas
a presenga simultanea dos componentes linalol e citral num tnico individuo. Portanto, o
individuo obtido do cruzamento em questdo pode representar um novo quimiotipo e esta
informacdo deverd ser futuramente confirmada por anélise da composi¢do quimica do dleo

essencial.

Figura 13 - Gel de agarose 1,2% ilustrando o perfil de amplificacio RAPD obtido com
o primer OPK-6 (Operon Technologies) em Lippia alba de dois parentais (pl: IAC-8 e
p2: IAC-17) e respectivo hibrido.

progénie

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Figura 14 - Resultado da RAPD em gel de agarose a 1,2%, referente ao cruzamento 5 (OPK-
17), onde: pl: IAC-20 (mirceno), p2: IAC-2 (linalol) e Progénie com 27 individuos.
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O resultado RAPD obtido com o primer OPK-17 para o cruzamento 5, realizado
entre os clones IAC-20 (mirceno) e p2: IAC-2 (linalol), estd apresentado na figura 14. Os
individuos 1, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26 ¢ 27 da
progénie apresentam claramente bandas de ambos os parentais (ou novas bandas),
evidenciando a ocorréncia de recombinagdo entre os parentais. Porém, nos demais
individuos da progénie foi observado somente o perfil de um dos parentais (individuos 2,
10, 17, 18 e 20), que apresentam bandas de mesmo peso molecular daquelas do parental p1,
nao confirmando a recombinag@o entre os parentais.

O perfil de amplificagdo obtido com o primer OPK-14 (Figura 15) para os clones
parentais IAC-17 — citral e TIAC-13 — limoneno/carvona (cruzamento 7) e progénie,
representada apenas por uma planta, revela que o hibrido obtido apresenta um perfil de
bandas que retne amplificado de pl e de p2, sugerindo outro caso de hibridagdo. Também
nesse caso, deveremos ter um novo quimiotipo representado pelos componentes limoneno-

carvona e citral, ambos quimiotipos com certa semelhanca olfativa.

Figura 15 - Gel de agarose 1,2% ilustrando o perfil de amplificagio RAPD obtido com o
primer OPK-14 (Operon Technologies) dos quimiotipos citral (pl: IAC-17) e
limoneno/carvona (p2: IAC-13) de Lippia alba e o respectivo hibrido entre ambos.

A autofecundacdo do clone TAC-11, mirceno-canfora (cruzamento 11), produziu
apenas uma planta, cujo perfil molecular RAPD (primer OPK-14), juntamente com seu
parental, encontra-se ilustrado na Figura 16. Ambos possuem os mesmos amplificados

sugerindo que este marcador esteja em homozigose e a probabilidade do hibrido ser filho de
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polen contaminado € bastante reduzida, uma vez que nao foi observada a presenca de alelos

diferentes do parental.

Figura 16 - Gel de agarose 1,2% ilustrando o perfil de amplificagio RAPD obtido com
o primer OPK-14 (Operon Technologies) do quimiotipo mirceno/canfora (p®: IAC-11)
de Lippia alba e a respectiva progénie obtida da sua autofecundacao.

Foram obtidos dois individuos do cruzamento entre IAC-6 (linalol) e IAC-13
(limoneno/carvona), representado pelo cruzamento 12. O perfil de amplificagdio RAPD
desses gendtipos encontra-se na Figura 17. O primeiro individuo da progénie apresenta um
perfil de bandas idéntico ao pl enquanto que o segundo individuo também apresentou os
mesmos amplificados de pl, exceto a banda de 1050 pb. Em ambos os casos nio se pode
afirmar tratar-se de hibridos.

No caso dos cruzamentos 3 (IAC-8 e IAC-17) e 12 (IAC-6 e IAC-13), nenhum dos
8 primers RAPD utilizados para comprovar a existéncia de hibridos foi capaz de diferenciar
os parentais de cada cruzamento. Nesses casos, ndo € possivel fazer inferéncias sobre a

natureza hibrida das progénies obtidas.
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Ocorréncia de contaminacoes
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Ainda no cruzamento 5, foram identificados outros individuos (2, 16 e 22) da
progénie que sugerem serem filhos de outro gendtipo que ndo o utilizado como parental
masculino (dados ndo mostrados).

Em relacdo aos cruzamentos 2 (IAC-8 x IAC-2) e 7 (IAC-17 x TIAC-13), cujas
progénies obtidas produziram 16 e 1 planta, respectivamente, os marcadores RAPD
utilizados (8 primers) ndo foram informativos o bastante para diferenciar os parentais
desses cruzamentos e, conseqiientemente, ndo foi possivel evidenciar a ocorréncia de
hibridos. De forma andloga, plantas obtidas de outros cruzamentos ndo puderam ser
confirmadas como resultado da hibrida¢do natural entre os clones parentais escolhidos para
realizar os cruzamentos por meio das andlises moleculares. Nesses casos, as plantas
encontram-se em casa de vegetacdo e aguardando a produgdo de massa verde de folhas
suficiente para obtencdo do perfil fitoquimico. Além disso, outros marcadores (primers)

deverdo ser testados nessas plantas com objetivo de confirmar a sua natureza hibrida.

Diversidade genética de quimiotipos
Dois dos cruzamentos realizados e que produziram maior nimero de descendentes

(2 e 5) foram utilizados para uma andlise da diversidade gerada a partir da recombinacao
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dos respectivos parentais. Para tanto, todos os amplificados RAPD obtidos nos parentais e
respectivas progénies foram lidos na forma de presenca ou auséncia, no conjunto de
individuos do cruzamento 2 e 5, 35 bandas apresentaram-se polimorficas e foram retidas
para a andlise de classificacdo hierdrquica, respectivamente. A Figura 19 apresenta o
resultado dessa andlise. Em ambos os casos podemos observar que praticamente todos os
individuos representando as progé€nies dos cruzamentos se posicionaram entre os parentais,
ilustrando a ocorréncia de recombinacao alélica entre os parentais.

Ainda em relacdo a possibilidade de ocorréncia de contaminagdo de pdlen no campo
de cruzamento, esta evidéncia também pode ser obtida ao se observar a figura 19b, do
cruzamento 5. O individuo 17 dessa progénie apresentou bandas inexistentes nos parentais
e quando classificado pelo método UPGMA se posicionou em separado, confirmando a sua
distancia genética dos demais individuos da familia.

Em se tratando de dar inicio a um programa de melhoramento genético de L. alba,
que apresenta diversos quimiotipos jd conhecidos e que poderiam ser explorados de
imediato, a exemplo dos estudos realizados por YAMAMOTO (2006) que analisou a
estabilidade do 6leo essencial de diversos gendtipos e trés ambientes, outra estratégia seria
a criacdo de novos quimiotipos, por meio de recombinagdo genética. Conforme observado
na figura 19, as progénies obtidas sugerem que houve recombinacio entre os parentais e
que novos quimiotipos devem ter surgido. A confirmacdo dessa hipdtese serd obtida muito
em breve, quando as plantas apresentarem massa foliar que permita a extragdo e obtencao

do perfil quimico do seu 6leo essencial.
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Figura 19 - Dendrograma (UPGMA) realizado em Lippia alba com sete primers (Operon
Technologies Inc): OPK-2; OPK-4; OPK-6; OPK-8; OPK-14; OPK-17 e OPF-7 a partir de
similaridade genética calculada por Jaccard. a. Cruzamento 2 (IAC-2 x IAC-8) e progénie de
12 individuos; b. Cruzamento 5 (IAC-2 x IAC-20) com progénie de 27 individuos.
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4.8 Analise Citogenética

Para andlise da viabilidade dos griaos de pdlen foram coletados botdes florais em
diferentes estadios de desenvolvimento (Figura 20), pois, segundo (CAUVIN, 1984), o
estadio ideal de para coleta de pdlen € quando os botdes florais se encontram em antese,
informacdo desconhecida para L. alba. O melhor estddio para visualizacdo e andlise de
graos de pdlen nessa espécie foi o S4, que permitiu obter imagens claras do tamanho e
intensidade de coloragdo dos mesmos apds tratamento com carmim acético (Figura 21). Os
graos de pdlen desses botdes florais apresentaram tamanho e colorag@o bastante variados e
em muitos deles apenas caloses, com auséncia interna do grao propriamente dito. Em um
mesmo campo de visualizacdo foi freqliente a observacdo de grdos de pdlen estéreis ou

apenas um ou poucos corados.

S S2 S3 S4

Figura 20 — Estadios de desenvolvimento floral de L. alba, coletados
para andlise e classificados em ordem crescente de desenvolvimento
em S1-S5.

\
| .
| a. b.

Figura 21 — Graos de pdlen presentes em células do botdo floral de L.
alba em S4. a. Variacio de tamanho e coloracdo dos graos de pdlen.
(Aumento de 40X e opt 2). b. Seta indicando grdo de pdlen vidvel
(Aumento de 40X e opt. 1,25).
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A tabela 9 resume os resultados da contagem do nimero de graos de pdlen cheios,
vazios e de tamanho reduzido obtidos para os sete genétipos de L. alba participantes dos
cruzamentos biparentais. Os valores desta tabela representam a média de 20 campos visuais
de 3 laminas para cada genétipo analisado. Com base na média de graos de pdlen cheios
(vidveis) podemos inferir se a planta é mais ou menos fértil, uma vez que a fertilidade esta
diretamente relacionada com a porcentagem de células cheias ou coradas. Diversos autores
assumem que para uma boa porcentagem de fertilizacdo a planta deve produzir

aproximadamente 80% de graos vidveis (Cecilia M. Pinto, comunicagao pessoal).

Tabela 9 — Contagem de grdos pdlen de sete gendtipos de L. alba, sob colorimetria
com carmim acético 2% (Aumento de 40X e opt 2).

GRAOS DE POLEN
GENOTIPOS Cheios Vazios Pequenos Total de
N°/campo % N°/campo % N°/campo % poélen
TIAC-2 17,65 54,69 8,30 26,10 5,70 19,21 1059,00
IAC-6 21,20 66,06 7,55 24,17 3,15 9,76  1272,00
TAC-8 25,75 61,79 12,05 28,78 3,55 9,41 1545,00
IAC-11 15,50 49,75 20,85 42,39 2,60 7,84 930,00
IAC-13 7,60 31,67 17,65 66,10 0,55 2,22 456,00
TAC-17 23,95 76,85 4,45 15,97 1,90 7,18 1437,00
IAC-20 34,95 69,37 11,90 23,37 3,75 7,25 2097,00
MEDIA 20,94 58,60 11,82 32,41 3,03 8,98  1256,57

Os dados obtidos mostram grande variabilidade na quantidade e viabilidade dos
graos de pdlen entre os clones analisados. O genétipo IAC-20 atingiu a maior producdo de
polen (média de 35 grios por campo) e a segunda maior porcentagem de graos
cheios/vidveis (69,37%), estando muito acima da média, quando comparado aos demais
genotipos, fato este que pode explicar a maior produgdo de frutos e obten¢do de um maior
numero de plantas obtidas, conforme se verifica nos cruzamentos 4 e 5 (Tabela 8).

A produgio de podlen do gendtipo IAC-17 manteve-se acima da média (24 graos de
pdlen por campo), porém o material foi responsdvel pela terceira maior producao de frutos
(Tabela 8, cruzamento 3). Este genétipo atingiu 77% de graos cheios/vidveis (Tabela 9)

durante a visualizacdo em microscopia e nimero de graos de pdlen vazios ou inviaveis
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abaixo da média, ou seja, apenas 15,97% de graos invidveis contra 32,41% da média
obtida.

Em contrapartida, o gen6tipo IAC-13 atingiu os menores indices para producio de
grdo de pdlen e porcentagem de grdos vidveis (7,6 e 31,67%, respectivamente). Este
material apresentou anteras totalmente estéreis e baixa producdo de polens ao ser
visualizado em microscopia, atingindo apenas 456 polens totais apds toda a contagem
(Tabela 9). Este fato pode justificar o insucesso na obtencdo de hibridos quando este
genotipo foi utilizado como parental masculino (Tabela 8, cruzamentos 7, 10 e 12) ou
quando foi autofecundado (Tabela 8, cruzamento 9). No entanto, o clone IAC-13 produziu
a maior quantidade de frutos (Tabela 8, cruzamento 12), muito embora de pequeno
tamanho ou chochos.

Da mesma forma, o genétipo IAC-11 apresentou baixo nimero de pélen totais (930)
e com elevada porcentagem de graos de pdlen vazios ou invidveis (42,39%). Além disso, a
visualizagdo em microscopia permitiu notar que os graos de pdélen que apresentavam-se
rosados (cheios/vidveis) possuiam aspecto deformado da borda dos mesmos. Este clone
praticamente ndo produziu frutos quando utilizado como parental masculino (Tabela 8,
cruzamentos 8 e 10) ou quando foi autofecundado (Tabela 8, cruzamento 11).

Dos gendtipos que representavam o quimiotipo linalol (IAC-2, IAC-6 e IAC-8),
com excecdo do IAC-2, os demais mantiveram uma producdo e porcentagem de graos de
polens cheios/vidveis acima da média (22 e 66,06% para IAC-6 e 26 e 61.79% para IAC-8,
respectivamente). Apesar do gendtipo IAC-2 ter atingido uma relativa produgdo de frutos e
de plantas recombinantes (Tabela 8, cruzamentos 2 e 5), 0 mesmo manteve-se um pouco
abaixo da média em relacdo aos demais clones linalol. Porém, analisando-se a tabela 9, vale
ressaltar que este individuo foi o Unico que obteve uma elevada porcentagem de polens
pequenos (quase 20%), o que pode sugerir ter ocorrido problemas no balanceamento da
carga genética destes polens, apesar deste gendtipo haver produzido plantas recombinantes.
Muitas vezes o desbalanceamento genético ndo necessariamente conduz a inviabilidade
polinica (SCOTT, 1998). A variacdo no tamanho nos graos de pdlen ja foi observada em
diversas plantas com ploidia alterada, como por exemplo trigo, batata e tomate. (RAY,

1992; YERK, 1989; WOLTERS et al.; 1994).
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Portanto, as anélises de viabilidade realizadas até 0 momento com colorimetria por
carmim acético indicaram que, de forma geral, a baixa viabilidade dos genétipos
envolvidos nos cruzamentos pode estar relacionada a quantidade e qualidade dos graos de
polen. Porém, deve-se ainda levar em consideragdo que o método do corante superestima a
viabilidade dos grdos de pdlen em relacio a viabilidade obtida pela capacidade de
germinacdo dos mesmos (EINHARDT et al.; 2006). Nesse caso, sugere-se que testes de

germinacao in vitro sejam realizados com finalidade de obter informagdes mais precisas

sobre a viabilidade dos graos de pélen de L. alba.
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5 CONCLUSOES

Nas condi¢des em que este experimento foi realizado, pode-se chegar as seguintes

conclusodes:

1. A espécie Lippia alba é preferencialmente alégama;

2. As sementes apresentam dorméncia e baixas taxas de germinagdo nas diversas
condicdes de avaliacdo;

3. Os melhores tratamentos para aumento dos niveis de germinagdo sdo choque de
frio, luminosidade alternada (20 horas de luz e 8 horas de escuro) e presenga do
estimulador de germinacdo KNOs, aplicado ao substrato, sobretudo para as
condi¢des de laboratorio;

4. Nos cruzamentos biparentais, o quimiotipo linalol apresenta melhor
comportamento, na relagdo nimero e peso de frutos produzidos;

5. Foram obtidos provdveis hibridos entre quimiotipos diferentes, nos seguintes
cruzamentos: IAC-8 (linalol) x IAC-17 (citral), IAC-2 (linalol) x IAC-20
(mirceno), IAC-17 (citral) x IAC-13 (limoneno-carvona) e IAC-6 (linalo) x IAC-
13 (limoneno-carvona);

6. Os frutos gerados de autofecundagdes dos clones produziram menor nimero e
menor taxa de germinacdo de sementes;

7. A distancia minima de 30 metros entre cruzamentos ndo foi suficiente para evitar
a contaminag¢do por pdlen externo;

8. Apesar dos estudos de viabilidade polinica serem ainda parciais, os dados obtidos

permitem inferir que a espécie L. alba apresenta uma diferenca relativa de
viabilidade de pdlen entre quimiotipos, fato que pode estar relacionado ao nimero

de plantas obtidas.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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