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CARACTERIZAGAO FENOTIPICA, FITOQUIMICA E MOLECULAR DE
POPULAGOES DE ELIONURUS sp. HUMB. & BOMPL ex WILLD
(CAPIM-LIMAO)."

Autora: Thanise Nogueira Fuller
Orientador: José Fernandes Barbosa Neto
Co-orientadora: Ingrid Bergman Inchausti de Barros

RESUMO

O capim-limao é uma planta herbacea, perene, que ocorre naturalmente
no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Seu potencial econédmico se deve ao
fato de apresentar 6leo essencial utilizado como aromatizante e flavorizante,
além de apresentar atividade bactericida atribuida tanto ao 6leo quanto ao
conteudo de compostos fendlicos. Apesar da importancia, poucos estudos
foram desenvolvidos para esta espécie. Sendo assim, o presente trabalho teve
como objetivo analisar populagbes nativas de Elionurus sp., estimando a
variabilidade existente e contribuindo com novas informagbes para subsidiar
programas de exploragdo e melhoramento dessa espécie. O trabalho foi
realizado com cinco populagbes de capim-limdo coletadas no Rio Grande do
Sul, totalizando 50 plantas cultivadas em vasos na Faculdade de Agronomia.
Os compostos fendlicos foram quantificados através do método Folin-
Ciocaultreau, utilizando-se o acido galico como padrdo. O 6leo foi caracterizado
quimicamente por cromatografia gasosa e espectrometria de massas. O
marcador molecular utilizado para a andlise da variabilidade genética foi o
RAPD. As cinco popula¢gdes de capim-liméao apresentaram variabilidade para
aos caracteres fenotipicos e para concentragdo de compostos fendlicos. O d6leo
essencial apresentou variabilidade de compostos, sendo o Geranial € o Neral
0s mais importantes. A analise molecular demonstrou uma elevada
variabilidade para as populagdes, permitindo a separagao dos individuos em
cinco grupos, sendo possivel, de modo geral, agrupa-los de acordo com a
origem geografica. Observou-se também que a maior variabilidade ocorre
dentro de cada populagcdo. Os resultados indicaram que a populagao Séao
Francisco de Paula foi a de pior desempenho para a maioria dos caracteres
avaliados. As populagcbes Sao Borja e Faculdade de Agronomia foram as que
apresentaram maior destaque em relacdo as demais, exibindo elevado
conteudo de Citral e melhor desempenho nos caracteres observados, podendo
ser recomendadas para utilizagdo em programa de melhoramento.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (66 p.).
Maio, 2008.



PHENOTYPIC, PHYTOCHEMICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION
OF FIVE NATURAL POPULATIONS OF ELIoNURUS SP. HUMB. & BOMPL EX
WILLD (LEMONGRASS)

Author: Thanise Nogueira Fuller
Adviser: José Fernandes Barbosa Neto
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Abstract

Lemon-grass is a herbaceous, perennial plant, that occurs in Rio Grande do Sul
(Brazil). It has economic potential due to the presence of essential oils, which
are used in perfume and flavor industry. In addition, this species present
recognized bactericidal activity attributed to the essential oils and phenolic
compounds. Despite of this, few studies have been developed for this species.
The present work aimed to analyze native populations of Elionurus sp.,
contributing with new information to subsidize farm exploration and breeding
programs. The analysis was preformed with five populations of lemon grass
collected in different location of Rio Grande do Sul, totalizing 50 plants
cultivated in pots in the Faculdade de Agronomia/UFRGS. The phenolic
compounds were quantified through the Folin-Ciocaultreau method, using Gallic
acid as a standard. The essential oils were characterized chemically by gas
chromatography and mass spectrometry. RAPD was used as molecular marker
for the analysis of genetic variability. The five populations of lemon grass
presented variability for the phenotypic traits and phenolic compounds
concentration. The essential oils also presented variability, being Geranial and
Neral the most important. Molecular analysis demonstrated high variability for
the populations, allowing the separation in five groups. It was possible to match
molecular grouping with geographic origin. On the other hand, the largest
variability was observed within populations. The results indicated that S&o
Francisco de Paula population had the worst performance for the majority of the
evaluated traits. The populations Sdo Borja and Faculdade de Agronomia
presented high production of Citral and they also showed the best performance
for the observed traits. As a consequence, it is possible to recommend both
populations as starting germplasm for breeding programs of lemon-grass.

' Master of Science Dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (66 p.)
May, 2008.
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1 INTRODUGAO

Ha mais de dois mil anos, Hipdcrates escreveu: “‘cada uma das
substancias da dieta de um homem age sobre seu corpo, mudando-o de
alguma forma, e toda a sua vida depende dessas mudangas, esteja ele
saudavel, doente ou convalescendo”. Nas Uultimas décadas, a procura por
produtos naturais tem envolvido naturalistas, pesquisadores e todos aqueles
que investigam e divulgam os beneficios desses produtos. Esses produtos, a
cada dia, apresentam um maior emprego, sendo utilizados na alimentagao, na
industria farmacéutica, na agroquimica, entre outros. Neste sentido, nos ultimos
anos, o governo do Estado do Rio Grande do Sul tem demonstrado interesse
na area de oleoquimica como alternativa de producao, devido a sua ampla e
diversificada aplicagao.

A diversidade climatica e de solo do Brasil faz com que ele seja o pais
detentor da maior biodiversidade mundial, com cerca de 55.000 espécies
vegetais catalogadas. Varias espécies nativas tém sido empregadas pela
populagao, algumas com estudos quimicos ou farmacolégicos que dao suporte
a sua utilizagdo, outras empregadas a partir de conhecimento empirico ou
tradicional. Por isso, € importante a realizagdo de estudos agrondémicos,

quimicos e farmacolégicos em espécies de ampla distribuicdo, uma vez que a



intensa producao de metabdlitos secundarios nessas espécies pode favorecer
o estabelecimento de novas cadeias produtivas.

Um género que tem despertado o interesse do ramo de fitoquimicos é
Elionurus sp., o qual é utilizado na industria de cosméticos. Conhecido
popularmente como capim-limao, ocorre naturalmente no Rio Grande do Sul. O
Oleo essencial do capim-liméo € utilizado como aromatizante pela industria
cosmética e de limpeza doméstica. Atividades bactericidas também tém sido
atribuidas ao 6leo. No entanto, tem sido observada uma variabilidade
expressiva na composicdo quimica de seu oleo essencial, havendo variacao
entre populacdes. Da mesma forma, a producido percentual de 6leo é baixa,
fator que pode inviabilizar a exploragao comercial deste género.

Apesar da demanda, ainda ¢é reduzido o conhecimento sobre
composi¢cao quimica, atividade biologica e cultivo de Elionurus sp. O
estabelecimento de programas de melhoramento poderia contribuir para
aquisicao de maior conhecimento e possibilitar a exploracdo de recursos
existentes, desenvolvendo novas populagdes com capacidade de producio de
Oleos essenciais e caracteres agronémicos favoraveis para o seu cultivo.

A variabilidade genética €, sem duvida, a base para qualquer programa
de melhoramento. Portanto, a avaliacdo de caracteres fenotipicos, bem como a
caracterizagdo quimica e genética € imprescindivel para a determinacdo da
variabilidade e sua distribuicdo entre e dentro de populagdes. Este
conhecimento é fundamental para a definicido de estratégias de coleta dos
recursos genéticos e de técnicas de melhoramento. Sendo assim, os objetivos
deste trabalho foram caracterizar fenotipicamente populagbes nativas de

Elionurus sp., quantificar a concentragdo de compostos fendlicos, caracterizar



quimicamente a constituicdo do d6leo essencial, bem como caracterizar a
variabilidade genética das populagbes, estimando a variabilidade existente e
contribuindo com novas informagdes para subsidiar programas de exploragao e

melhoramento dessa espécie.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O género Elionurus, Humb. & Bompl ex Willd, pertence a familia
Poaceae e compreende cerca de 15 espécies, sendo comum nas regides
tropicais e subtropicais da América do Sul, Africa, Australia (Hess et al., 2007)
e Asia temperada (Aratjo, 1971; Renvoize, 1978; Longhi-Wagner, 2001;
Watson & Dallwitz, 2002).

Este género possui uma taxonomia complexa com grande variabilidade,
porém ainda pouco esclarecida (Kolb et al., 2006). Alguns trabalhos citam o

nome genérico com “y” (Elyonurus). Uma vez que a maioria das citagdes séo
na forma “Elionurus”, o Departamento de Botanica do Museu de Historia de
Washington propés que fosse conservado o nome “Elionurus” para o género
(Czepak, 2000). Outra dificuldade taxondmica diz respeito a sinonimias.
Figueiras (1995) citou Andropogon adustus Trin., Elionurus adustus Trin. e E.
planifolius Renvoize como sinonimia de E. muticus (Spreng.) Kuntze. Ja o
Instituto Nacional de Investigacdo Agropecuaria do Uruguai (2004) referiram E.
candidus e E. rostratus Nees como sinbnimos de E. muticus. Da mesma forma,
Longui-Wagner (2001) englobou como sinonimia de E. muticus as espécies E.

rostratus, E. latiflorus e E. adustrus. Renvoize (1978) em uma revisao sobre o

género encontrou 16 sinonimias para E. muticus (Tabela 1).



TABELA 1. Distribuicdo das espécies do género Elionurus (Renvoize, 1978).

Espécie Sinonimias Distribuicao

E. barbiculmis EUA e México

E. bilinguis Andropogon bilinguis Brasil

E. ciliares E. tenax México a Bolivia e
Africa

E. citreus Andropogon citreus, E. popuanus Nova Guiné e
Australia

E. elegans Africa

E. euchateus Costa do Marfim

E. hensii E. argenteus Congo e Angola

E. hirtifolius Gana, Nigéria e
Africa Central

E. lividus Paraguai

E. muticus Lycurus muticus, Anatherum megapotamicum, E.

E. planifolius

E. platipus

E. royleanus

E.tripsacoides

E. tristis

rostratus, A. adustus, A. candidus, E. argenteus, E.
thimiodorus, A. caespitosus, A. latifolius, E. candidus, E.
latifolius, E. viridulus, E. chevalieri, E. gobariensis, E.

glaber, E. pretoriensis.

A. platipus, A. donianus, E. brazzae, E. pallidus.

Ratzeburgia schimperi, Rottboellia elegantissima, E.
grisebachii, A. elengantissimus.
Rofttboelia ciliata, A. muttallii, E. mtuttallii, E. welwitschii,

E. tellii

Brasil a Argentina,

Yemen e Africa

Brasil

Guiné, Serra
Leoa, Libéria e
Costa do Marfim
Cabo Verde e
india

EUA a Bolivia e
Africa

Madagascar




No Rio Grande do Sul, as espécies de capim-liméo, Elionurus adustus,
E. candidus, E. rostratus, E. tripsacoides e E. viridulos estao entre as principais
gramineas presentes nos campos altos, sendo E. candidus a mais abundante
(Araujo, 1971; Boldrini & Bossle 1978).

Esse género apresenta espécies perenes, cespitosas e herbaceas. Os
colmos com 10-150 cm de altura, apresentam nds glabrosos e internds soélidos.
Os brotos podem ser aromaticos (com leve sabor) ou ndo aromaticos. As folhas
nao sao basalmente agregadas e articuladas. As laminas foliares séo setaceas,
por vezes planas, ndo apresentando venacao cruzada, e sao persistentes. A
ligula € uma membrana franjada curta (Watson & Dallwitz, 1994).

Rosengurtt et al. (1970) separaram Elionurus rostratus Nees de E.
candidus de acordo com a presengca ou nao de odor citrico nas laminas
foliares. E. rostratus apresentaria um odor citrico muito forte nas folhas,
estando ausente em E. candidus. No entanto, Renvoize (1978) considerou
estas duas espécies como sindnimos de E. muticus (Spreng.) Kuntze. Mohr
(1995) citou Elionurus rostratus para o Morro Santana, mas, de acordo com
Rosengurtt et al. (1970), o material do Morro Santana deveria ser identificado
como E. candidus, pois nao apresentou odor citrico intenso nas laminas
foliares. Estes fatos demonstram a necessidade de estudos mais detalhados
sobre o género (Welker & Longhi-Wagner, 2007).

As plantas de Elionurus sp. sdo mondicas, apresentam espiguetas com
flores monoclinas ou hermafroditas. As flores s&o reunidas num racemo-
espiciforme terminal de 10-12 cm, solitario, com um raquis unico. A raquis de
Elionurus é fragil e o n6 pode muitas vezes cair juntamente com a espigueta

séssil. Paralelamente a articulacdo dos nds da raquis, a base do disseminulo



se especializa constituindo o chamado calo. O calo é uma estrutura nodal,
geralmente pilosa, agudo ou pontiagudo, muito modificado e relacionado com a
dispersdo do fruto (Vegetti & Antén, 1998; Castro & Ramos, 2003). O
florescimento ocorre entre outubro e dezembro. E uma espécie dipldide 2n=10
ou 20 (Watson & Dallwitz, 1994). Os frutos sdo cariopses oblongas, escuras,
contendo sementes com hilo punctiforme. (Vegetti & Antén, 1998; Castro &
Ramos, 2003).

Elionurus sp. é empregado como planta medicinal e aromatica na
Argentina, onde € conhecida por espartilho ou aibe, e também na Bolivia, onde
€ chamada paja carona ou Karunash, e no Uruguai pasto limoén ou colia peluda
(Castro & Ramos, 2002; Hess et al., 2007). No Brasil, Elionurus é popularmente
conhecido por capim-carona ou capim-liméo, sendo uma graminea que atinge
um metro de altura e cresce em solos arenosos pobres, com pH levemente
acido, o que a torna apropriada para a recuperacdo de terras fracas, com
reduzido teor de matéria organica e de agua (Castro & Ramos, 2003; Hess et
al., 2007).

O habitat natural corresponde a um clima subtropical, com curta estacao
fria e pouca geada. O capim-limao pode ser propagado por sementes, mas a
propagacao mais usual é pela divisdo das touceiras. O plantio preferencial
pode ser realizado no periodo de margo a novembro, no entanto, em locais
mais frios é feito em margo-maio e setembro-novembro. As plantas mantém
uma atividade de crescimento ao longo de todo o ano, porém com uma
reducao nos periodos mais frios. As mudas podem ser plantadas em linhas a

0,5 - 0,6 m e conservadas a 0,3 - 0,5 cm de espagamento entre as plantas



(Castro & Ramos, 2003; Instituto Nacional de Investigacdo Agropecuaria do
Uruguai , 2004).

O capim-limdo nédo € apropriado para a alimentacdo do gado pois o
gosto amargo € transmitido para o leite, embora as plantas jovens possam ser
consumidas. Ele é periodicamente queimado por fazendeiros que consideram a
planta um problema para o gado (Castro & Ramos, 2003; Hess et al.; 2007). O
capim-limao é conhecido popularmente por possuir propriedades sudoriferas e
febrifora (reducao de febre) (Muchoweti et al., 2006). Ha relatos que os indios
Tarahumares e alguns mexicanos mastigavam as raizes para alivio da dor de
dentes, esse procedimento era considerado tdo eficaz que as raizes eram
comercializadas nos mercados locais (Vasey, 1887). Essa planta ndo tem sido
extensivamente estudada, sendo assim, pouco € conhecido sobre suas
propriedades medicinais, embora se saiba que ela contém 6leos essenciais

(Muchoweti et al., 2006).

2.1 Compostos Fendlicos

As plantas sao uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a
sintese de grande numero de farmacos. As oportunidades para a identificacéo
de produtos com possivel utilizagdo econémica aumentam com a diversidade
das espécies. A magnitude dessa diversidade no Brasil ndo é conhecida com
precisdo tal a sua complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois
milhées de espécies distintas de plantas, animais e microorganismos. No
entanto, pesquisadores surpreendem-se ao observar que tais produtos

encontrados na natureza revelam uma vasta gama, quase que inacreditavel, de



diversidade em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas (Nodari & Guerra, 2000a).

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe de compostos que
inclui uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que
possuem pelo menos um anel aromatico, no qual, ao menos, um hidrogénio &
substituido por um grupamento hidroxila (Carvalho et al., 2000). Estes
compostos ocorrem mais comumente conjugados com mono e polissacarideos.
Dentre os compostos fendlicos pertencentes ao metabolismo secundario dos
vegetais sdo encontradas estruturas tdo variadas quanto a dos acidos
fendlicos, dos derivados da cumarina e dos pigmentos hidrossoluveis das
flores, frutos e folhas. Além disso, essa classe de compostos abrange as
ligninas e os taninos. Eles sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e,
devido a sua diversidade quimica, apresentam uma variedade de funcbes nos
vegetais. Estes compostos vém atraindo a atengédo dos pesquisadores devido
ao seu potencial como antioxidantes naturais (Cuppett, 1998; Carvalho et al.,
2000; Balasundram et al., 2006; Taiz & Zeiger, 2006).

Os compostos fendlicos podem ser formados através de duas rotas
biogenéticas: pela via do acido chiquimico, a partir de carboidratos, ou pela via
do acetato-polimalato, que inicia com acetil-coenzima A e malonil-coenzima A.
A origem biogenética determina o padrao de substituicdo do composto fendlico
resultante. Dessa maneira, pela via do acido chiquimico obtém-se compostos
com grupos hidroxilas em posi¢ao orto, formado a partir do acido cinadmico. Por
outro lado, a via do acetato-polimalato origina compostos com grupos hidroxilas

dispostos em meta (Carvalho et al., 2000).
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Tais compostos contribuem para o sabor, odor e coloragcdo de diversos
vegetais, sendo muitos destes economicamente importantes para a industria
alimenticia. Alguns compostos fendlicos sao constituintes de oleos volateis,
inclusive alguns sdo aromatizantes tradicionais como o aldeido cindamico na
canela (Cinnamomum zeyllanicum Blume.) e a vanilina em Baunilha (Vanilla
paniflora Jacks ex Andrews). Também sdo a eles atribuidas fungdes de
protegao vegetal, sendo relatados casos de supresséao de apetite em insetos,
inibicdo da germinagédo de sementes, do crescimento de fungos e bactérias em
plantas (Carvalho et al., 2000; Puupponen-Pimia et al., 2001; Mandalari et al.,
2007; Korukluoglu et al., 2008).

Os compostos fendlicos sdo amplamente conhecidos por apresentarem
atividade antioxidante, o que sugere que doengas causadas pelas reagoes
oxidativas em sistemas bioldgicos podem ser retardadas pela ingestdo de
compostos fendlicos encontrados naturalmente na dieta (Simdes et al., 2000).
A atividade antioxidante dos compostos fendlicos esta atribuida a sua
habilidade de capturar radicais livres, doar atomos de hidrogénio ou elétrons ou
ligar a cations de metal (Balasundram et al., 2006).

Diversos vegetais empregados na fitoterapia tém acdes atribuidas a
presenga desses compostos. Como, por exemplo, o maracuja (Passiflora spp.
L.) e o Ginkgo (Ginkgo biloba L.), onde aos flavondides €& atribuida uma
atividade captadora de radicais livres (Carvalho et al., 2000).

Dzigirai (2007) observou que o extrato metandlico de Elionurus muticus,
contendo compostos fendlicos, aumentaram a captacao de hidroperdxido.
Quando nas formas livres, os hidroperdxidos podem causar danos nas células,

membranas e proteinas. Este extrato também se mostrou eficiente na inibicao



11

da peroxidacao lipidica quando testado em cérebro de ratos. Os resultados
obtidos demonstraram que E. muticus € uma fonte potencial de drogas
antioxidantes.

Muchuweti et al. (2006), ao compararem a atividade antioxidante de sete
plantas, conhecidas popularmente por apresentarem propriedades medicinais
da flora de Zimbabwe, observaram que E. muticus apresentava a maior
atividade antioxidante 95.84 + 0,50%, seguido de Warburgia salutaris Bertol.
92.57 + 1.004% e se aproximando quase 100% do padréao B-caroteno 98.84 +
0,656%.

O mercado mundial de fitoterapicos € da ordem de 20 a 40 bilhdes de
ddlares por ano e o de cosméticos € de 2,6 a 2,8 bilhdes (Simdes et al., 2000).
Infelizmente, a maioria dos fitoterapicos fabricados atualmente pela industria
brasileira estdo fundamentados somente no uso popular das plantas sem
nenhuma comprovagao pré-clinica nem clinica, ndo podendo, portanto ser
competitivo em nivel nacional e muito menos internacional (Yunes, 2001).
Deste modo, estudos preliminares de caracterizagdo quimica e molecular de

compostos fendlicos sdo extremamente necessario em espécies bioativas.

2.2 Oleo Essencial

Desde a Antiguidade, os homens utilizam compostos extraidos de
plantas com o objetivo de curar doengas e até mesmo como aromatizantes e
flavorizantes em especiarias culinarias. Essas misturas aromaticas complexas
de substancias volateis ficaram conhecidas como d6leos essenciais (Gomes,

2003).
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Simodes et al. (2000) definiram 6leos essenciais como a mistura de um
numero variavel de substancias organicas volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas. Os 6leos essenciais sdo principios de origem vegetal,
préprios de varios grupos de espécies, definidos pelo aroma e sabor (Serafini
et al., 2002).

Os Oleos essenciais foram utilizados na Roma Antiga, Grécia, Oriente
Médio e Egito. Ha registros pictéricos de seis mil anos atras, entre os egipcios,
de praticas religiosas associadas a cura de males da realeza e a busca de
bem-estar fisico, através de aromas obtidos de partes especificas de certos
vegetais, como resinas, folhas, flores, sementes, etc. Os éleos essenciais eram
utilizados como perfumes, flavorizantes de alimentos, desodorantes,
farmacéuticos e antisépticos. As substancias aromaticas também ja eram
populares nas antigas China e india, centenas de anos antes da era crist3,
quando eram incorporadas em incensos, pocdes e varios tipos de acessorios,
usados diretamente no corpo. No entanto, foi apenas a partir da Idade Média,
através do processo de destilacdo, introduzido pelos cientistas mugulmanos,
que iniciou a real comercializacdo de materiais aromaticos (Sinai et al., 2000;
Rangahau, 2001).

No processo de extracdo do Oleo essencial, podem ser aplicados
diversos métodos, como a hidrodestilagdo, maceragao, extracdo por solventes,
enfleuragem, gases supercriticos € microondas. Dentre estes, o método de
maior aplicagao € o de hidrodestilagao (Santos et al., 2004). A hidrodestilagao &
um dos processos mais antigos para obtencado de oleos essenciais, ocorre de
forma rapida e simples e é realizada através de um aparelho destilador que

recebe a denominagao comercial de Clevenger. A importancia desse método
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reside no fato de que as informagdes de processo servem de base para o
desenvolvimento do processo industrial de destilacdao por arraste a vapor
(Serafini et al., 2002; Gomes, 2003; Santos et al., 2003).

A qualidade e o preco dos Oleos essenciais sdo baseados na
porcentagem do conteudo de, muitas vezes, apenas um componente quimico
presente. Portanto, o isolamento e quantificagdo de compostos individuais sao
de extrema importancia. A cromatografia € o método geralmente empregado
nesta analise, sendo a cromatografia gasosa a mais eficiente (Rangahau,
2001). A cromatografia gasosa € um método fisico de separagao dos
componentes de uma mistura através de uma fase gasosa movel sobre um
solvente estacionario (Aqui Neto & Nunes, 2003).

Oleos essenciais sdo0 encontrados em varias plantas em pélos ou
tricomas glandulares, canais oleiferos, bolsas lisigenas ou ainda em células
parenquimaticas diferenciadas. Eles agem como horménios, reguladores e
catalisadores. De maneira geral, sua fungdo é permitir que a planta se adapte
ao seu ambiente, por isso, sua producao aumenta em situagdes de estresse.
Os o6leos essenciais protegem a planta de doengas e de parasitas e atraem
certos insetos polinizadores. As vezes, chegam a atuar como combatentes
naturais de ervas daninhas (Serafini et al., 2002). Os 6leos essenciais
encontram sua maior aplicagao biolégica como agentes antimicrobianos (Sinai
et al., 2000).

Dentre as principais gramineas produtoras de Oleos essenciais
economicamente importantes estdo o capim-cidréo (Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf.), palma-rosa (Cymbopogon martinii (Roxb.) Stapf.), citronela

(Cymbopogon nardus L.), vetiver (Vetiveria zizanoides L.) e capim-limao
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(Elionurus candidus). Em geral, o 6leo essencial do E. candidus é utilizado
como aromatizante em perfumaria, cosméticos e desinfetantes do lar (Castro et
al., 2003).

A composicao (qualitativa e quantitativa) dos oleos € utilizada como
forma de agrupamento de gendtipos semelhantes dentro da espécie. As
substancias presentes em maior proporgao relativa definem o nome do grupo,
que passa a ser chamado de quimiotipo. Essas substancias sdo, em sua quase
totalidade, terpenos (hidrocarbonetos), sendo classificadas de acordo com o
numero de carbonos presente na molécula (Yamamoto, 2006).

Elionurus sp. € caracterizado por uma grande variabilidade na
composi¢cao quimica de seu Oleo essencial. Na Argentina € classificado em
cinco quimiotipos de acordo com o composto majoritario presente no 6leo
essencial, consistindo elas em Neral, Geranial, Acorenona, Iso-acorenona e
1,8-cineole, sendo as duas primeiras de maior importancia para propdsitos
industriais (Kolb et al., 2007; Hess et al., 2007). Neral e Geranial sdo também
compostos majoritarios do 6leo essencial de E. muticus obtido de plantas
coletadas no Uruguai e Zimbabwe. No Brasil foi registrada a presenga de
Campheno (11,5%), (E)-cariophileno (17,9%) e Espatulenol (18,6%) como
componentes majoritarios do 6leo (Scramim & Saito, 2000). Silou et al. (2006),
analisando a composicao do 6leo essencial das folhas de Elionurus hensii
nativa do Congo, observaram a predominancia dos compostos cis- e trans-p-
menta-2,8(9)-dien-1-ol, cis- e trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol, 2-undecanona e
2-tridecanona. Ainda na Africa, Mevy et al. (2002) obtiveram, a partir da parte
aérea de E. elegans, os seguintes compostos majoritarios: Campherenona

(43,0%), Oxido de cariophileno (4,9%) e Bisabolona (4,9%).
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O Geranial e o Neral sdo os isbmeros geométricos que misturados
tornam-se a fonte natural de Citral. Este apresenta um forte odor citrico
(Heydorn et al., 2003). Citral € o composto que desperta 0 maior interesse no
que diz respeito a Elionurus, pois € amplamente empregado nas industrias de
perfumarias, alimentos e cosméticos, para aromatizagao de sorvetes, bebidas,
refrigerantes, confeitos, composicdo de perfumes e outros produtos. Na
industria farmacéutica o Citral é utilizado como matéria-prima para a sintese de
uma série de iononas, sendo a Beta-ionona especificamente utilizada como
substancia de partida para a sintese de vitamina A (Koshgima et al., 2006). A
importante demanda de 6leo essencial com alto conteudo de Citral, suprida
atualmente pelo capim-cidré (Cymbopogon citratus), abre a possibilidade de
utilizar o capim-limdo como alternativa para a extragao do 6leo (Kolb et al.,
2007).

Além do Citral, outros quimiotipos tém potencial de utilizagdo. Sabini et
al. (2006) comprovaram o efeito fungicida de trés quimiotipos (Acorenona,
Citral e Geranial) do 6leo essencial de Elionurus muticus sobre seis estirpes de
Candida spp. Os trés quimiotipos foram eficientes, sendo o Geranial o mais
ativo, requerendo apenas 0,87mg/ml para inibir o desenvolvimento de 33% das
estirpes. No entanto, Sabini et al. (2006) também observaram a elevada
citotoxicidade do 6leo, que causa alteragbes morfoldgicas no substrato celular,
levando a uma desorganizagao dos tecidos e consequente morte dos mesmos.
Este estudo sugere o potencial de Elionurus sp., ja que a capacidade fungicida
do seu dleo essencial o transforma em desinfetantes potenciais. Os mesmos
trés quimiotipos apresentaram atividade bactericida avaliada contra as

bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC, Bacillus cereus e
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Enterococcus faecalis e contra as bactérias gram-negativas Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (Cacciabua et al., 2005). Também
tem sido observada atividade bactericida do oleo essencial de Elionurus
muticus contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Entretanto o dleo
avaliado apresentava o (E)-Cariophileno e Biciclogermacreno como compostos
majoritarios. Os mesmos autores comprovaram o efeito bactericida do extrato
etandlico obtido das folhas de E. muticus contra Bacillus cereus MIP 96016,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC
25923, sendo que o extrato nao foi eficiente contra Escherichia coli ATCC

25922 (Hess et al., 2007).

2. 3 Variabilidade Genética

Biodiversidade pode ser definida como a variedade e variabilidade
existentes entre organismos vivos e as complexidades ecoldgicas nas quais
eles ocorrem (Allem, 2000). O Brasil € o pais com a maior diversidade genética
vegetal do mundo, contando mais de 55.000 espécies catalogadas (Nodari &
Guerra, 2000a). Desta forma, o estudo da estrutura genética de populagdes
naturais e a base genética das caracteristicas de interesse farmacolégico séo
imprescindiveis para o sucesso do melhoramento das espécies (Nodari &
Guerra, 2000b).

A estrutura genética de uma espécie pode ser definida como a
distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de populagdes. Esta
estrutura resulta da combinagcdo entre mutagcdo, recombinagcdo genética,
migracado, selecdo e deriva genética, as quais definem a distribuicdo da

variabilidade genética nas populagdes. Em populagdes naturais, a distribuicdo
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da variabilidade genética é influenciada pelo modo de reproducgao, sistema de
acasalamento, tamanho da populagao, distribuicdo geografica e fluxo génico
(Cavalli & Winge, 2003), além de ser estruturada no tempo e no espaco.

A variabilidade genética é fonte primaria dos estudos genéticos e sem
ela ndo seria possivel ocorrer evolugao nas espécies (Stebbins, 1970). Da
mesma forma, o sucesso de qualquer programa de melhoramento depende,
fundamentalmente, da variabilidade genética dos genitores envolvidos (Allard,
1960). Isto permite ao melhorista a selegdo de plantas com caracteristicas
especificas desejadas e descarte de outras. Portanto, antes do inicio do
melhoramento em si, € imprescindivel a caracterizagdo da variabilidade
genética das populagdes de plantas, relativamente a caracteristica alvo (Nodari
& Guerra, 2000b).

O género Elionurus é caracterizado por uma alta variabilidade genética,
morfolégica e quimica (Kolb et al., 2007; Hess et al., 2007). Czepak (2000)
investigou a variabilidade de tricomas em acessos de Elionurus latiflorus Hack.
Segundo o autor, alguns acessos apresentaram tricomas glandulares, outros
tectores e alguns acessos néo apresentaram tricomas. O mesmo autor relatou
a variabilidade para algumas caracteristicas tais como largura, comprimento,
aroma exalado e coloracdo das folhas. O aroma é predominantemente
determinado pelo gendtipo e depende principalmente dos compostos
majoritarios do o6leo essencial (metabdlitos secundarios). Sendo assim, a
caracterizagao genética € de extrema importancia (Mais et al., 2006).

Estudos sobre a identificagdo, caracterizagao da variabilidade genética e
variabilidade populacional em plantas concentram-se em aspectos fenotipicos,

tais como os caracteres morfolégicos e analise do polimorfismo existente em
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diferentes tipos de moléculas como proteinas, isoenzimas e fragmentos de
DNA. Os polimorfismos de DNA podem ser estudados através de diferentes
técnicas e, conforme o tipo de fragmento de DNA analisado, diferentes niveis
de polimorfismos podem ser detectados (Cavali, 2003). Deste modo,
caracterizar agronomicamente diferentes populagdes € necessario na etapa
inicial de programas de melhoramento. A grande vantagem dos caracteres
morfolégicos € o baixo custo e simplicidade, pois geralmente ndo necessitam
de programas sofisticados para a analise. Diversos pesquisadores tém utilizado
este tipo de andlise como ferramenta para avaliagcbes de germoplasmas de
espécies bioativas (Blank et al., 2004; Mais et al., 2006).

A caracterizagdo genética com marcadores moleculares possibilita a
estimativa de varios indices genéticos e o conhecimento da organizagéo da
distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de populagdes (Nodari &
Guerra, 2000b). Nesse ambito, diversos trabalhos sobre variagdo genética em
populagdes vém utilizando marcadores moleculares (Bered et al., 2002;
Amorim et al., 2003; Vieira, 2004a; Oliveira et al.; 2007). Dentre as técnicas
atualmente disponiveis, o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) é a
mais rapida e menos custosa (Williams et al., 1990; Huff et al., 1993), sendo
utilizada com sucesso em estudos de divergéncia (Daher et al., 2002; Oliveira
et al., 2003; Areias et al., 2006; Adetula, 2006). Maluf et al. (2005), comparando
a confiabilidade de trés tipos de marcadores RAPD, AFLP e SSR para a
caracterizagdo da variabilidade genética de linhagens comerciais de Coffea
arabica L., observaram que os marcadores moleculares do tipo RAPD e SSR
foram mais eficientes em analises de parentesco e que o agrupamento das

linhagens correspondia a sua origem genealdgica. Os autores sugeriram ainda
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que a utilizagdo conjunta de descritores botanicos, agrondmicos e marcadores
moleculares poderia ser recomendada para a identificacdo precisa de
linhagens.

Em espécies de plantas bioativas o RAPD tem sido amplamente
empregado, ja que a maioria dessas espécies possui um limitado numero de
estudos. Yamamoto (2006) através dessa técnica, obteve, a partir de 20
genodtipos da planta aromatica Lippia Alba (Mill) NE Brown, 183 bandas
polimodrficas, as quais permitiram a formagédo quatro grupos distintos, que
correspondiam basicamente aos quatro grupos quimicos utilizados na
classificagdo dessa espécie. A técnica de RAPD também foi eficiente na
avaliagao genética entre cultivares de Salvia officinalis L., onde Echeverrigaray
(2006) obteve 59% de polimorfismo em dez acessos avaliados com bandas
obtidas de 18 primers. Essa analise distinguiu as cultivares brasileiras das
européias e obteve cultivares que se revelaram como novas fontes de
variabilidade genética, o que auxilia na escolha de progenitores potenciais em
um futuro programa de melhoramento. Jain et al. (2003) observaram a
variabilidade genética intra e interpopulacional de Phyllantus amarus Schum.
através de RAPD, e obtiveram 65% de polimorfismo entre as populagdes.

Em plantas aromaticas, o estudo da correlacdo entre caracteres
morfolégicos e quimicos com marcadores moleculares € muito recente. No
entanto, os resultados indicam que ferramentas moleculares sdo essenciais na
caracterizagao da diversidade genética, uma vez que, apesar de caracteres
morfolégicos e quimicos consigam distinguir gendtipos, a composi¢cao dos
oleos essenciais tem influéncia de fatores ambientais (Suman et al., 2005; Mais

et al., 2006; Yamamoto, 2006).
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Em um programa de melhoramento de plantas bioativas, a selegéao é
direcionada para rendimento, qualidade dos compostos secundarios, bom
desempenho agrondmico e conteudo quimico, pois tais caracteres determinam
o custo do produto final (Rangahau, 2001). Com relagdo a composicéo e
conteudo de moléculas terapéuticas, existe uma alta herdabilidade para tais
substancias, o que facilita a selecao artificial. Cultivares de Achillea L.,
Chamomilla L., Lavandula L., Melissa L., Mentha L. e Thymus L. tém sido
desenvolvidas e produzidas em larga escala através do melhoramento (Amaral
& Silva, 2003). Kulkarni et al. (2003) observaram um aumento de 0,66% para
1,67% do conteudo de 6leo essencial em Cymbopogon flexuosus (Nees) Wats.
apos cinco ciclos de selecao fenotipica recorrente, sendo uma média de 31%
por ciclo de selecdo. Os autores observaram também que esse aumento nao
afetava o rendimento de biomassa. Barton et al. (1991) estudando Eucalipto
(Eucalyptus kochii Maiden & Blakely) observaram um aumento de 8kg de d6leo
essencial por tonelada de folha destilada em comparagao com populagdes nao
selecionadas. Também foram descritos ganhos genéticos através de selegéo
para o rendimento de Oleo essencial em progénies de outra espécie de

Eucalipto (Corymbia citriodora Hook) (Vieira, 2004b).



3 MATERIAL E METODOS

Populagdes naturais de Elionurus sp. foram coletadas em diversas
regides do Rio Grande do Sul nos meses de setembro a novembro de 2006 e
mar¢go de 2007. Excicatas foram montadas com material coletado e
catalogadas no Herbario ICN do Departamento de Botanica da UFRGS. Devido
a dificuldade encontrada na taxonomia complexa do género, no presente
trabalho ndo foi possivel identificar a espécie trabalhada, sendo assim, o

trabalho concentrou-se no género Elionurus.

3.1 Coleta

O conjunto de individuos coletados em determinada localidade foi
considerado como populacdo, sendo que os individuos eram constituidos por
uma touceira (Tabela 2). Das populagdes naturais de Elionurus sp. coletadas,
duas eram provenientes de Porto Alegre, constituindo as populagées do Morro
da Policia e Morro Santana, e outras duas eram provenientes das localidades
de Sao Borja e Sao Francisco de Paula. Para as analises também foi utilizada
uma populacdo de Elionurus sp. existente na Faculdade de Agronomia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (FA/UFRGS), que se encontrava

no Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia, as quais eram
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utiizadas para as aulas praticas da Faculdade e cuja procedéncia €

desconhecida. As plantas coletadas foram transplantadas para sacos com terra

e mantidas na casa de vegetacdo do Departamento de Horticultura e

Silvicultura da FA/UFRGS e uma duplicata foi mantida na casa de vegetacgéao

do Departamento de Plantas de Lavourada mesma instituicdo (Figura 1).

TABELA 2. Informacbes sobre as coletas de populacbes de Elionurus sp.,
Porto Alegre, 2007.

Numero de Latitude Longitude  Altitude Catélogo
Local de Coleta Coletor
Individuos (S) (W) (m) Herbario
Faculdade de
08 30°04°'15”  51°08'22” 50 1e2
Agronomia (FA)
Morro da 152281
08 30°04'22” 51°10°07” 286 3
Policia (MP) 152280
Morro Santana 152279
17 30°07’ 51°07’ 311 3e4
(MS) 152283
Sao Borja (SB) 11 28°39'44”  56°00'15” 96 1e2 152282
S3&o Francisco
06 29°20°00”  50°31'21” 922 3

de Paula (SFP)

* lIsi Boldrini (1), Hilda Longhi Wagner (2), Ana Carolina Nunes (3), Thanise Nogueira Fuller (4).

3. 2 Caracteres fenotipicos avaliados

Os individuos

avaliados apresentavam o mesmo estagio de

desenvolvimento quando os caracteres fenotipicos foram avaliados. As

avaliagdes foram realizadas nos meses de outubro a janeiro, correspondendo

aos estagios vegetativos e reprodutivos.
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FIGURA 1. Individuos de Elionurus sp. coletados e mantidos em casa de
vegetacdo do Departamento de Plantas de Lavoura, Faculdade de
Agronomia UFRGS, Porto Alegre, 2007.

Os caracteres avaliados em plantas individuais foram:

1. Estatura de planta (cm): medida com o auxilio de uma régua, considerando a

base da planta no solo até a altura maxima da maioria das folhas.

2. Largura da folha (mm): obtida através de medigdo com paquimetro digital,

considerando a porgéo mais larga da folha e com dez repetigdes por individuo.

3. Rebrote (cm): estatura de planta 30 dias apds primeiro corte, medida com o
auxilio de uma régua, considerando a base da planta no solo até a altura

maxima da maioria das folhas.

4. Peso da parte aérea (g): obtido através da pesagem em balanga das folhas
cortadas. As folhas foram cortadas de toda a touceira, durante o estagio

vegetativo das plantas.

5. Enrolamento da folha: para este carater foram atribuidos os valores O=aberta

e 1= enrolada.



24

6. Porte da planta: foi avaliado o porte da touceira sendo atribuidos os valores

O=ereta, 1=semi-prostrada e 2=prostrada.

7. Presenca de inflorescéncia: para este carater foram atribuidos os valores
O=ausente e 1= presente. A analise foi realizada durante o estagio reprodutivo

das plantas, nos meses de outubro e novembro (Figura 2).

FIGURA 2. Inflorescéncias de individuos de Elionurus sp. mantidos em casa de
vegetacdo do Departamento de Plantas de Lavoura, Faculdade de
Agronomia UFRGS, Porto Alegre, 2007.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
separadas pelo Teste de Tukey (a= 0,05). O modelo de ANOVA empregado foi

X, = u+t +e;, onde X; = observagao da variavel para a planta i na populagao

j, u=média geral do experimento, 1; = efeito fixo da populagdo j e &; = erro ~ N
(0, 6°). Para os casos onde o coeficiente de variagdo foi alto (>20) os dados
foram transformados para Logaritmo ou Raiz conforme o coeficiente de
variacao. A divergéncia fenotipica foi estimada através do coeficiente de Gower
(1971), teste recomendado para a analise conjunta de caracteres quantitativos

e qualitativos para o agrupamento de genétipos (Crossa & Franco, 2004).
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3. 3 Avaliagao de compostos fendlicos

A analise dos compostos fendlicos foi realizada no Laboratério de
Genética Molecular do Departamento de Plantas de Lavoura. A amostragem
consistiu de folhas frescas colhidas de cada individuo cultivado na casa-de-
vegetacao durante o periodo da manha. O protocolo utilizado para a avaliagéo
dos compostos foi proposto por Arnaldos et al. (2001) e consistiu da maceracéao
de 3g de folhas frescas com 20ml de metanol 80%. Destes extratos obtidos, os
niveis de compostos fendlicos foram avaliados através do método de Folin-
Ciocaultreau. Ap6s 30min de incubacdo a 25°C no escuro, as absorbancias das
amostras foram lidas em espectrofotdmetro em um comprimento de onda (A) de
765nm. O acido galico foi utilizado como padrao para o estabelecimento da
curva de calibragdo. As concentracbes de compostos fendlicos foram
determinadas através da equagdo de regressao da curva de calibragéo (y =
0,0054x + 0,0042, R? = 0,9995) e expressa em equivaléncia de acido galico
(mg/g). Para a quantificagdo dos compostos fendlicos foram realizadas trés
repeticoes por individuo. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias separadas pelo Teste de Tukey (a=0,05). O modelo de

ANOVA empregado foi X, = u+7 +¢;, onde X; = observagéo da variavel para a

planta i na populagéo j, p=média geral do experimento, 1; = efeito fixo da

populagao j e g; = erro ~ N(0, c°).

3. 4 Caracterizagdo Quimica do Oleo Essencial

A extracao do 6leo essencial foi realizada no Laboratério de Horticultura

do Departamento de Horticultura e Silvicultura da Faculdade de Agronomia da
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UFRGS. Para a extragao do 6leo, as folhas frescas foram coletadas durante o
periodo da manh&, nos meses de dezembro e janeiro de 2008. O dleo foi
extraido por hidrodestilagdo em aparelho Clevenger (Figura 3). A fase aquosa
foi extraida com éter etilico e o éleo foi secado com sulfato de magnésio. O
Oleo extraido foi armazenado em recipientes de vidro protegidos da luz a -20°C.
O rendimento foi calculado com a formula do rendimento de 6leo em base

umida (BU) (Santos et al., 2004):

v
T = 9 __  onde
0  BMx100

T, = Teor de 6leo em % (mL de 6leo em 100g de biomassa umida)
V, = Volume de dleo lido na escala do hidrodestilador

BM = Biomassa vegetal

FIGURA 3. Extragcdo do 6leo (A) Hidrodestilador; (B) e (C) éleo extraido, Porto
Alegre, 2007.

A analise do 6leo essencial foi realizada no Laboratério de Analises

Quimicas do Departamento de Quimica Orgéanica da Faculdade de Quimica da

UFRGS. Os constituintes do oleo foram analisados através de cromatografia
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gasosa em cromatografo Hewlett-Packard 5890 com detector de ionizagao por
chama, utilizando coluna capilar HP17A (30m x 0,25mm X 0,25um), tendo
hidrogénio como gas de arraste (fluxo de 1,0mL/min) e temperaturas
programadas: 50°C por 5min. a 250°C por 30min, com uma taxa de 15°C/min.
Os oleos também foram analisados e identificados por espectrometria de
massas em cromatografo acoplado a detector seletivo de massas Shimadzu
QP5050, utilizando-se uma coluna capilar HP17A (30m x 0,25mm x 0,25um),
tendo como gas carreador o hidrogénio (1,0mL/min.), sendo as condigbes as
mesmas descritas anteriormente. Os diversos constituintes quimicos foram
identificados através de estudos dos espectros de massa, complementados por
comparagao computadorizada da biblioteca do aparelho e literatura (Formacek
& Kubeczka, 1982). Para cada populagdo foram analisados cinco individuos
com trés repeticdes cada. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias separadas pelo Teste de Tukey (a=0,05). O modelo de

ANOVA empregado foi X = u+7 +¢,, onde X; = observacao da variavel para a

planta i na populagéo j, p=média geral do experimento, t; = efeito fixo da

populagéo j e g; = erro ~ N(0, c°).

3. 5 Andlise Molecular

A andlise com marcadores moleculares foi realizada no Laboratério de
Genética Molecular do Departamento de Plantas de Lavoura. O DNA foi
extraido das folhas de todos os individuos avaliados na casa-de-vegetacéo,
sendo o DNA extraido pelo método descrito por Harberer (1998). O DNA foi
quantificado em gel de agarose 1,6% e as solugbes de trabalho foram

elaboradas na concentragéo de 2ng/pl.
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Os marcadores moleculares avaliados foram do tipo RAPD. As
amplificagdes nas reacdes de RAPD seguiram a metodologia adaptada de
Gratapagllia (1998). O volume final para cada reagdo de PCR foi de 13pl,
contendo 3,02ul de agua MiliQ; 1,30ul de tampao 10 X; 0,40 pl de MgCl,
(50mM); 1,04 ul de dNTPs (2,5mM); 1,04pl de BSA purificada (10mg/ml); 3,0 pl
de primer (5ng/ul); 0,2 ul de Taq Polimerase (5U/pl) e 3,0 ul de DNA (2ng/pl).
As amplificagdes foram realizadas em termociclador (modelo: PTC — 100, MJ
Research, Inc.). Para a amplificagdo do DNA foi utilizado um programa que
consistia em 40 ciclos de 1’30” a 94°C, 50” a 94°, 1’ a 35,5°C, 2’ a 72°C, 10’ a
72°C 24 horas a 4°C. O marcador DNA Ladder - 100 pb (Invitrogen) foi utilizado
como padrao de peso molecular.

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados em gel de
agarose 1,6%, com migragdo de 3 horas em cuba horizontal. Os fragmentos
foram marcados com brometo de etideo (0,5 ym / ml), visualizados em luz
ultravioleta e fotografados pelo programa Kodak Digital Science 1D v.3.0.1.
Foram testados 38 primers, dos quais 16 foram utilizados (OPA20, OPA18,
OPE13, OPHO07, OPH20, OPJ06, OPJ14, OPJ16, OPJ18, OPJ19, OPTO03,

OPTO04, OPT11, OPT16, OPT19, OPT20).

A genotipagem dos individuos estudados foi realizada com base na
presenga/auséncia de bandas. Para quantificar a similaridade entre os
individuos foi utilizado o coeficiente de Jaccard e para quantificar a distancia
entre as populagdes foi utilizado o coeficiente de Nei (1972). O agrupamento foi
realizado pelo método UPGMA para ambos os casos através do programa
NTSYSpc (Rohlf, 1997). A particao da variabilidade entre e dentro das

populacdes foi estimada através da analise de variancia molecular (AMOVA)
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utilizando o programa WINAMOVA (Excoffier et al., 1992). O valor de Fg de
Wrigth (1943) também foi calculado para verificar se as populagdes estdo ou
nao estruturadas. As andlises realizadas seguiram o modelo de Lynch &
Milligan (1994) para corrigir as frequéncias alélicas estimadas a partir de dados

dominantes.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagdao morfolégica dos organismos corresponde a base de
todo e qualquer estudo, uma vez que a primeira determinacdo de um ser
comeca pelo seu fenoétipo (Chies & Longui-Wagner, 2003). Elionurus tem sido
pouco caracterizado, especialmente no sul do Brasil, onde os trabalhos
realizados tém sido mais relacionados a descri¢des taxondmicas (Araujo, 1971;
Renvoize, 1978; Longhi-Wagner, 2001; Watson & Dallwitz, 2002). No presente
trabalho, as cinco populacdes avaliadas demonstraram variabilidade fenotipica,
sendo possivel diferenciar populacdes coletadas em diferentes locais com base
no fendtipo.

Dentre os caracteres morfolégicos e agronémicos avaliados, apenas a
estatura de planta ndo apresentou diferenga significativa entre as populagdes
(Tabela 3). No entanto, esse carater foi variavel entre os individuos dentro de
cada populagcdo, o que pode ser observado pelo elevado desvio padrao, que
apresentou magnitude de, aproximadamente, 20% em relagdo as médias. Os
demais caracteres foram significativos entre as populagbes, demonstrando a
variabilidade morfolégica existente nas populagdes coletadas em diferentes
regides.

O carater largura da folha variou de 1,90 a 3,49, sendo que a populagao

da Faculdade de Agronomia (FA) e Morro da Policia (MP) apresentaram folhas
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mais delgadas (Tabela 3, Figura 4). As outras popula¢des nao foram diferentes
estatisticamente, inclusive nao diferiram da Morro da Policia (MP). O desvio
padrdo observado também foi elevado em relagdo as médias das populagdes,
ficando com valores ao redor de 20%, indicando variabilidade entre os
individuos dentro de cada populagdo. Apenas a populagdo Sdo Francisco de
Paula demonstrou uma variabilidade reduzida para esse carater, com um
desvio padrao bastante reduzido. Variabilidade para o carater largura da folha
foi encontrada por diversos autores, como, por exemplo, Rosa et al. (2006) em
oito populagdes de Oryza glumaepatula Steud. Da mesma forma, Soster et al.
(2004) reportaram variabilidade para gendtipos de cornichdo (Lotus

corniculatus L.) e Steiner (2005) em 41 acessos de Paspalum notatum Fligge.
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FIGURA 4. Folhas de populagdes naturais de Elionurus sp., Faculdade de Agronomia,
individuo 11 (FA112), Morro da Policia, individuo 35 (MP35), Morro
Santana, individuo 99 (MS99),Sdo Borja, individuo 47 (SB47) e Séo
Francisco de Paula, individuo 71 (SFP71), Porto Alegre, 2007.



TABELA 3. Caracteres agrondmicos e morfolégicos de cinco populagdes de Elionurus sp. coletadas na Faculdade de Agronomia
(FA), no Morro da Policia (MP), no Morro Santana (MS), em Sao Borja (SB) e em Séo Francisco de Paula (SFP), Porto

Alegre, 2007.
Estatura Largura foliar Enrolamento Porte
Rebrote (cm) Peso parte
(cm) (mm) da folha prostrado Inflorescéncia
aérea (9)
Populagdio X o X o X o X o % % %
FA 77% 195 190 b 0,36 59,3 bc 20,5 488 b 222 100 100 57
MP 64,0 201 263 ab 0,38 55,3 c 16,2 482 b 20,0 12 37 25
MS 69,0 151 3,21 a 0,84 62,5 abc 10,0 59,8 b 38,2 26 93 27
SB 81,0 196 2,16 a 0,41 751 a 12,5 66,2 ab 33,7 80 50 82
SFP 70,0 14,7 3,49 a 024 714 ab 146 1280 a 53,2 33 0 0

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Com relagéo ao rebrote, a populacdo Sédo Borja foi a que apresentou
maior crescimento 30 dias apds o corte, ndo diferindo estatisticamente das
populagdes Sao Francisco de Paula e Morro Santana. A populagao do Morro
da Policia foi a que apresentou crescimento mais lento em relacdo as demais.
O desvio padrao foi maior nas populagbes com rebrote mais lento (Tabela 3), a
presenga de variabilidade sugere a possibilidade de selegdo fenotipica para
crescimento mais lento. Diferencas significativas para o carater rebrote foram
descritas para outras espécies, como Leucena (Leucaena leucocephala e L.
diversifolia. Benth) (Simioni et al., 1999); Aveia (Avena strigosa L. e Avena
sativa L.) (Scheffer-Basso et al., 2001) e Azevém (Lolium multiflorum L.)
(Flores, 2006).

As plantas da populacido de Sao Francisco de Paula apresentaram a
maior meédia para o peso total de parte aérea (Tabela 3), porém né&o diferindo
estatisticamente da populagdo Sdo Borja. As demais populagdes apresentaram
peso médio inferior. No entanto, o desvio padrao fenotipico foi muito acentuado
para este carater (Tabela 3), o que demonstra a presenga de grande
variabilidade entre os individuos. O peso total de parte aérea € um carater
relacionado com a arquitetura de planta, sendo importante notar que as
populagdes avaliadas ndo demonstraram variabilidade para estatura. Portanto,
esta diferenca em termos de peso pode ser justificada pela maior largura de
folhna observada na populacdo de Sao Francisco de Paula e pelo seu maior
perfilhamento (dados nao apresentados). A relagdo direta esperada entre
estatura de planta e peso da parte aérea também nao foi encontrada por outros
autores, os quais associaram a diferenga em peso da parte aérea a outros

caracteres relacionados a expansao lateral das plantas (Blank et al., 2004;
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Bortolini et al., 2006). Segundo Nascimento Junior & Adese (2004), em
gramineas forrageiras, o acumulo de biomassa corresponde ao somatério das
producdes de perfilhos individuais.

Quanto ao enrolamento da folha (Tabela 3), todos os individuos da
populagdo Faculdade de Agronomia apresentavam as folhas enroladas. Nas
demais populagbes a porcentagem de individuos com folhas enroladas variou,
sendo que na populagdo Sao Borja 80% dos individuos também apresentaram
esse carater. Nas demais populagdes menos da metade dos individuos
apresentaram folhas enroladas. O enrolamento foliar pode ser uma estratégia
para reduzir a area de transpiracdo na superficie, mantendo os estématos em
microclima com umidade mais alta, evitando a seca (Taiz & Zeiger, 2006). O
enrolamento foliar pode também corresponder a um mecanismo de defesa
vegetal contra a herbivoria. Muitas plantas desenvolvem mecanismos
anatdmicos para a defesa contra inimigos naturais (Franceschi et al., 2005;
Oliveira et al., 2006). O enrolamento da folha pode ser uma resposta evolutiva
a estes ataques, aumentando ou reduzindo a atratividade dos herbivoros.

Com relagao ao habito das populagdes estudadas, a totalidade dos
individuos da populagéo Faculdade de Agronomia e 93,3% da populagdo Morro
Santana apresentaram o habito prostrado (Tabela 3). De maneira oposta, a
populagdo Sao Francisco de Paula nao apresentou individuos com habito
prostrado, sendo constituida por individuos com habito semi-prostado (70%) e
ereto (30%). Nas duas outras populagdes, Sao Borja e Morro da Policia, houve
uma divisao equitativa entre plantas prostradas e semi-prostadas. A
variabilidade para tal carater foi descrita por outros autores (Steiner, 2005;

Bortolini et al., 2006). Yamamoto (2006) observou que o habito vegetativo
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variava de acordo com o quimiotipo de Lippia Alba (Mill.) N. E. Br. O
conhecimento do habito vegetativo € um aspecto importante para o cultivo de
plantas, uma vez que permite planejar adequadamente a area de produgdo em
termos de densidade populacional e espacamento.

As condicdes de ambiente oferecidas no presente trabalho nao
possibilitaram o florescimento de grande parte dos individuos avaliados (Tabela
3). Nas plantas provenientes da populagdo Sao Francisco de Paula, nenhuma
planta floresceu durante a conducao do trabalho, sendo que o maior numero de
plantas florescidas foi observado na populagado de Sao Borja. Sdo Francisco de
Paula é a localidade que apresenta a maior altitude e menor temperatura média
quando comparada as demais localidades estudadas no presente trabalho.
Algumas plantas requerem a exposi¢cdo a condicbes ambientais apropriadas
para que ocorra o florescimento. Os principais fatores ambientais que afetam o
florescimento s&o o comprimento do dia e a temperatura (Taiz & Zeiger, 2006).
O capim-limado é uma graminea que floresce na primavera, comportamento
compativel com espécies de inverno e que requerem horas de frio para a
inducéo do florescimento. Assim sendo, pelo fato da analise das populacdes ter
sido realizada na Faculdade de Agronomia, ambiente mais quente, a populagéo
de Sao Francisco de Paula pode néao ter recebido o niumero de horas de frio
necessarias para a inducao do florescimento, permanecendo as plantas no
estagio vegetativo.

O fendtipo é o resultado da interacao entre gendtipo e ambiente (Allard,
1960). No presente trabalho, todos os individuos foram mantidos e avaliados
na casa de vegetagdo do Departamento de Plantas de Lavoura. Além disto,

para maioria dos caracteres estudados, se observou, em outras espécies,
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herdabilidade moderada a alta, como, por exemplo, estatura de planta
(Carvalho et al.,, 1981; Amaral et al., 1996; Mittelman et al., 2001), peso da
parte aérea (Sturion & Resende, 2001) e rendimento de O6leo essencial
(Kulkarni et al., 2003). Assim sendo, a influéncia do ambiente é reduzida e as
diferencas observadas para esses caracteres fenotipicos podem ser atribuidas
ao efeito do gendtipo.

Os compostos fendlicos desempenham inumeras fungbes nos vegetais,
entre elas, atuam no crescimento e reproduciao da planta e em mecanismos de
defesa vegetal contra patégenos e herbivoros (Bravo, 1998). As concentragdes
desses compostos variaram conforme a populagao avaliada, sendo a amplitude
de 4,77 mg/gMF. O germoplasma com menor valor para a concentragao de
compostos fendlicos foi o de Sdo Francisco de Paula (Tabela 4). As demais
populagdes nao diferiram estatisticamente para o carater, apresentando médias
ao redor de 9,4 mg/gMF. O desvio padrdao manifestou uma magnitude de,
aproximadamente, 20% do valor médio, sugerindo a existéncia de variabilidade
para a concentragdo de compostos fendlicos dentro das populagdes (Tabela 4),
0 que indica a possibilidade de selecionar efetivamente para o carater.

As concentragdes obtidas diferem daquelas encontradas por outros
autores. Muchuweti et al. (2006) encontraram uma concentragao de 46,8 mg/g
de compostos fendlicos totais quando analisaram toda a planta de Elionurus
muticus (Spreng.) Kuntze. Por outro lado, Dzingirai et al. (2007) encontraram
0,68 mg/g quando extrairam de toda a planta e 0,41 mg/g quando extrairam
somente da raiz de E. muticus (Spreng.) Kuntze. Estes dados demonstram a
grande variabilidade existente para a concentracdo de compostos fendlicos,

havendo dependéncia do ambiente (Kutchan, 2001) e do gendtipo das plantas
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(Asami et al., 2003). Os metabdlitos secundarios, como os compostos
fendlicos, representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente
circundante. Fatores como idade da planta, parte vegetal empregada (Gobbo-
Neto & Lopes, 2007), método de extragdo (Balasundram et al., 2006) e injurias
mecanicas, como ferimentos ou estimulos causados por fatores abidticos
(Gobbo-Neto & Lopes, 2007; Dzingirai et al.,, 2007), sdo importantes na
manifestacido do carater.
TABELA 4. Média e desvio padrao para compostos fendlicos e rendimento de
oleo (%) em cinco populacdes de Elionurus sp. coletadas na
Faculdade de Agronomia (FA), no Morro da Policia (MP), no Morro

Santana (MS), em Séo Borja (SB) e em Séao Francisco de Paula
(SFP), Porto Alegre, 2007.

Compostos fendlicos (mg/gMF) Rendimento de 6leo (%)

Populacéo X o X o
FA 9,34 a 2,05 0,70 a 0,24
MP 9,81 a 3,25 0,64 a 0,24
MS 9,35 a 2,19 0,74 a 0,33
SB 8,21 a 2,52 0,71 a 0,18
SFP 5,04 b 1,48 0,33 b 0,09

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

De maneira geral, ha uma correlagdo positiva entre a altitude e o
conteudo total de flavonodides, que constituem um tipo de composto fendlico.
Esta correlagdo pode ser explicada pela maior susceptibilidade a radiagcdo UV
em altitudes maiores, uma vez que os flavondides sédo reconhecidos por
propiciarem protecdo a radiacado e seus efeitos (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Com base nessa informacéo, era esperado que a populagado Sao Francisco de
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Paula apresentasse o maior conteudo de compostos fendlicos, uma vez que é
originaria de uma localidade de maior altitude em relagdo as demais
populagdes. Uma explicacao para o efeito contrario ao esperado pode ser o
fato da avaliagao fenotipica ter sido realizada em ambiente distinto do natural, o
que nao propiciou a ativacdo de mecanismos do metabolismo sob condi¢cdes
de exposicao UV maiores. Outro fator que também pode ter determinado uma
menor concentracdo de compostos fendlicos na populagdo Sédo Francisco de
Paula é a inexisténcia de variabilidade genética devido a baixa pressdo de
selecdo para incrementar o carater concentracdo de compostos fendlicos na
populacéo.

O rendimento de 6leo foi similar entre as populacbes estudadas, com
excecao da populacdo de Sao Francisco de Paula, a qual apresentou reduzido
rendimento (Tabela 4). As demais populagdes apresentaram valores médios de
cerca de 0,70%. No entanto, mais uma vez pode ser observado um alto desvio
padrao, cerca de 30% dos valores das médias obtidas, indicando que a
variabilidade existente para este carater esta contida, principalmente, dentro de
cada populagdo (Tabela 4). O rendimento de 6leo observado em individuos
variou de 1,32% a 0,20%, o que sugere a possibilidade de selecionar para
incrementar a produgcdo de O&leos essenciais nas populagbes estudadas,
especialmente, a populagao Morro Santana. Os valores de rendimento de dleo
obtidos levam em consideracdo a quantidade de 6leo extraido em funcao da
massa de tecido utilizado na extracao.

Valores similares foram descritos por Silou et al. (2006) em partes
aéreas de Elionurus hensii K. Schum. Os autores também avaliaram o

rendimento de Oleo das inflorescéncias e raizes que apresentaram um
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rendimento médio de 1,0% e 0,4%, respectivamente. Outros autores relatam
valores menores de rendimento de 6leo em espécies de Elionurus. Mevy et al.
(2002) obtiveram um rendimento médio de 0,45% para a parte aérea de
Elionurus elegans Kunth. Hess et al. (2007) avaliaram diferengas nos
rendimentos de 6leo de Elionurus muticus (Spreng.) Kuntze de acordo com a
estacdo do ano e observaram que o maior rendimento médio do dleo foi
durante a primavera (0,37%) seguido do inverno (0,29%), verdao (0,25%) e
outono (0,23%). Esses valores foram semelhantes ao encontrado para a
populagdo Sao Francisco de Paula. Variabilidade nos valores de rendimento de
oleo também foi descrita para outras espécies aromaticas como Cymbopogon
spp. Spreng. (Khanuja et al., 2005) e Ocimum basilicum L. (Blank et al., 2004).

A populacdo Sao Francisco de Paula apresentou um comportamento
similar para a concentracdo de compostos fendlicos e o rendimento de dleo,
sendo a populagdo de menor média em ambos os caracteres. Os O6leos
essenciais também s&o resultantes do metabolismo secundario, sendo
afetados pelos mesmos fatores que os compostos fendlicos, o que explica o
resultado obtido também para o rendimento de 6leo. Assim sendo, € possivel
sugerir que a populacdo S&o Francisco de Paula ndo é indicada para
programas de melhoramento que desejem incrementar a produgao de
compostos fendlicos e 6leos essenciais.

O coeficiente de Gower foi utilizado para estimar a similaridade entre os
individuos das populagbes estudadas. Este coeficiente permite a analise
simultanea de caracteres quantitativos e qualitativos. Através desta analise, foi
possivel agrupar os individuos em quatro grandes grupos de similaridade

(Figura 4). O primeiro e maior grupo foi constituido por individuos das
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populagdes Faculdade de Agronomia, Morro Santana e Sao Borja. Os
individuos da Faculdade de Agronomia somente estiveram presentes neste
agrupamento, assim como a maioria dos individuos da populagado Sao Borja. Ja
o0 segundo agrupamento foi composto por todos os individuos da populagéo
Morro da Policia, e alguns individuos das populagdes Morro Santana, Sao
Borja e Sado Francisco de Paula. Os outros dois grupos apresentaram somente
individuos da populacdo Sao Francisco de Paula. Sendo o ultimo grupo
formado apenas pelo individuo SFP81. O dendograma construido representou
adequadamente os indices de similaridade estimados, apresentando um
coeficiente de correlagdo de 81% com a matriz cofenética. De maneira geral,
os caracteres fenotipicos avaliados ndo produziram um indice que refletisse a
origem geografica distinta das popula¢des. Provavelmente, o numero reduzido
de caracteres avaliados tenha dificultado esta separacdo por local de coleta.
Outro fator importante foi o fato da variabilidade fenotipica observada estar
contida dentro das populagdes, assim, a variabilidade exibe uma distribuicdo
ampla diminuindo a diferenca entre populag¢des. Um exemplo tipico € a estatura
de planta que nao diferiu entre as populagdes, mas que foi bastante variavel
entre os individuos.

A analise de correlagao entre os compostos fendlicos e os caracteres
fenotipicos avaliados nao indicaram associagdes significativas e elevadas
(Tabela 5). Quando todos os individuos, independente da populagao, foram
analisados, houve uma correlagao média dos compostos fendlicos apenas com
os caracteres peso da parte aérea e rendimento de 6leo. O acumulo de

biomassa pode acarretar a redugao de atividade do metabolismo secundario.
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No caso do rendimento de d6leo a correlagdo foi positiva, Segundo
Carvalho et al (2000), os compostos fendlicos sdo, algumas vezes,
constituintes de 6leos volateis. Sendo assim, uma alta concentracao de oleos
volateis pode conter compostos fendlicos que também apareceram em maiores
concentracdes. Dentro das populacdes foram detectadas poucas correlagdes
significativas, sendo destacadas a correlagdo da largura de folha com
compostos fendlicos para as populagbes Faculdade de Agronomia e Sdo Borja

e peso da parte aérea para a populagcao Sao Borja (Tabela 5).

TABELA 5. Correlagdo entre compostos fendlicos e caracteres agronémicos
em cinco populacdes de Elionurus sp. coletadas na Faculdade de
Agronomia (FA), no Morro da Policia (MP), no Morro Santana
(MS), em Sao Borja (SB) e em Sao Francisco de Paula (SFP),
Porto Alegre, 2007.

Estatura Largura foliar Rebrote Peso daparte Rendimento
Populacgéo

(cm) (mm) (cm) aérea (g) de Oleo %
FA -0,11 0,92 ~ 0,00 -0,43 0,47
MP 0,45 0,80 0,31 -0,69 0,26
MS 0,05 -0,21 0,14 0,19 0,24
SB -0,01 -0,70 * -0,30 -0,90 * 0,40
SFP 0,05 -0,52 0,44 -0,27 0,43
Total 0,04 -0,20 -0,13 -0,56 * 0,48 *

*Significativo a 5% de probabilidade.

A analise quimica permitiu observar qualitativa e quantitativamente os

compostos constituintes do 6leo essencial extraido. Diversos compostos foram
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FIGURA 5. Agrupamento de individuos de cinco populagbes de Elionurus sp. coletadas na Faculdade de Agronomia (FA), Morro da Policia
(MP), Morro Santana (MS), Sao Borja (SB) e Sao Francisco de Paula (SFP) através de analise fenotipica. Porto Alegre, 2007.
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encontrados no 6leo dos individuos analisados, porém nem todos puderam ser
identificados e muitos foram encontrados em baixas concentragdes. Para tanto,
foram analisados os compostos mais frequentes entre os individuos e que
apresentavam maiores concentragdes. Destes foi possivel a identificacdo de
oito compostos dos nove que apareceram em maior freqUéncia ou
concentragédo (Tabela 6). Os compostos mais frequentes foram o Geranial, o
Neral e um composto nao identificado (NI). Estes foram também os que
apresentaram maior concentragéao.

As populacdes Morro Santana e Sao Francisco de Paula apresentaram
maior variabilidade de compostos; no entanto, ambas as populagdes
apresentaram menor concentracdo de Geranial e Neral. O comportamento
oposto foi observado nas populagbes Faculdade de Agronomia e S&o Borja,
onde foi identificado menor numero de compostos, porém uma maior
concentragcdo de Neral e Geranial (Tabela 6). Estas diferengas podem ser
atribuidas a diversos fatores. A idade e o desenvolvimento da planta e os
diferentes 6rgaos vegetais sao de consideravel importancia e podem influenciar
nao so6 a quantidade total de metabdlitos produzidos, mas também as
propor¢cdes relativas dos componentes da mistura (Gobbo-Neto & Lopes,
2007).

O Geranial e o Neral sdo isbmeros geométricos que misturados formam
a fonte natural de Citral (Heydorn et al., 2003). As popula¢des Faculdade de
Agronomia e Sao Borja foram as que apresentaram maiores concentracbes
destes compostos. Durante a extracdo foi possivel observar que essas
populagdes eram as que apresentaram o odor citrico mais forte, indicando esta

alta concentragcdo. Rosengurtt et al. (1970) relataram que os individuos de
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Elionurus sp. do Morro Santana n&o apresentavam este odor citrico
caracteristico, o que pode ser confirmado pelas baixas concentracbes de

Geranial e Neral encontradas no presente trabalho.

TABELA 6. Porcentagem média de compostos encontrados no 6leo volatil de
cinco populacdes de Elionurus sp. coletadas na Faculdade de
Agronomia (FA), no Morro da Policia (MP), no Morro Santana
(MS), em Sao Borja (SB) e em Sao Francisco de Paula (SFP),
Porto Alegre, 2007.

Composto FA MP MS SB SFP
B - Cariophileno 0,20 - 0,83 - 2,53
a - Humuleno - - 1,50 - 4,20
Oxido de Cariophileno - - 0,76 - 1,96
Geranial 16,40 a - 1,06 b 12,02 a 054 b
Neral 9,00 a - 0,67 b 848 a 0,20 b
Decanol 5,36 - 0,31 3,77 -
B - Elemeno - - 0,25 - -
Limoneno 0,05 - - - 4,55
NI* 0,05 b 5,70 a - 0,72 b 0,63 b

* Nao identificado. Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05).

O Citral havia sido encontrado em Elionurus por outros autores, no
entanto, estes compostos sdo mais frequentes na Argentina e Uruguai (Mevy,
et al., 2002; Cacciabua, et al., 2005; Kolb et al., 2006; Sabini, et al., 2006). No
Brasil os trabalhos realizados estdo concentrados na regido central, sendo que
até o momento n&o havia registro da presenga de Citral nas plantas estudadas

(Scramim, et al., 2000; Hess, et al., 2007). No presente trabalho, as plantas
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utilizadas foram coletadas no Rio Grande do Sul, cujas condi¢des climaticas
sdo assemelhadas as da Argentina e Uruguai devido a localizagao geogréfica.
Provavelmente tais condigdes (regides mais frias) favorecam a producgao
destes compostos pelas plantas. Os demais compostos também foram
encontrados por outros autores que trabalharam com espécies de Elionurus
(Scramim et al., 2000; Mevy et al., 2002; Silou et al., 2006; Hess et al., 2007).
Os compostos descritos como majoritarios (Campheno, (E)-cariophileno e
Espatulenol) para as espécies do Brasil ndo foram descritas no presente
trabalho. No entanto, elas podem estar presentes entre os compostos que nao
puderam ser identificados.

A correlagdo entre caracteres fenotipicos e constituintes do 6leo foi
estimada considerando apenas o Geranial e o Neral, uma vez que estdo
presentes em maior concentragdo e sao os compostos de maior interesse. Os
caracteres fenotipicos e a concentracdo de Geranial ndo apresentaram
correlagdes totais significativas, salvo para o carater largura foliar, que
apresentou uma correlagdo média e negativa. Por outro lado, foi observado na
populagcdo Faculdade de Agronomia que a estatura apresentava uma alta
correlagdo também negativa (Tabela 7). A justificativa para este resultado é a
mesma para compostos fendlicos. O metabolismo primario, responsavel, entre
outras coisas pelo crescimento da planta, acarreta uma reducdo dos
metabdlitos secundarios, devido a alocacao de recursos (Gobbo-Neto & Lopes,
2007).

Os mesmos resultados foram observados na correlacdo da
concentracao de Neral e caracteres fenotipicos, apresentando uma correlagéo

total da largura foliar e o conteudo de Neral mediana e negativa e também,
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como no Geranial, uma correlagdo negativa e significativa para estatura de

planta e Neral na populagado Faculdade de Agronomia (Tabela 8).

TABELA 7. Correlagao entre a concentracao de Geranial e caracteres fenotipicos em
cinco populagdes de Elionurus sp. coletados na Faculdade de Agronomia
(FA), no Morro da Policia (MP), no Morro Santana (MS), em Sao Borja
(SB) e em Sao Francisco de Paula (SFP), Porto Alegre, 2007.

Estatura Largura foliar Rebrote Peso Rendimento de

Populagao .

(cm) (mm) (cm) (9) Oleo %
FA -0,97 * -0,30 0,83 -0,56 0,49
MP - - - - -
MS 0,20 0,50 -0,01 -0,41 0,16
SB -0,42 0,35 0,09 -0,20 0,47
SFP 0,00 0,45 -0,82 0,70 -0,82
Total 0,25 -0,54 * 0,25 -0,30 0,17

*Significativo a 5% de probabilidade.

TABELA 8. Correlacao entre concentracdo de Neral e caracteres fenotipicos em cinco
populagdes de Elionurus sp. coletadas na Faculdade de Agronomia (FA),
no Morro da Policia (MP), no Morro (MS), em S&o Borja (SB) e em Sao
Francisco de Paula (SFP), Porto Alegre, 2007.

Estatura Largura foliar Rebrote Peso Rendimento de
Populagao .
(cm) (mm) (cm) (9) Oleo %

FA -0,99* -0,12 0,83 -0,70 0,64
MP - - - - -
MS 0,20 0,50 -0,01 -0,41 0,16
SB -0,23 0,70 -0,11 0,12 0,50
SFP 0,00 0,45 -0,82 0,70 -0,83
Total 0,23 -0,51* 0,24 -0,28 0,19

*Significativo a 5% de probabilidade.
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A variagcédo nos perfis de banda de RAPD dos 50 gendtipos estudados
resultou em 188 marcadores consistentes para anadlise. Esse numero de
bandas foi obtido através da amplificacdo de 16 primers. Desses 188
marcadores, 98% foram polimérficos. Os primers geraram um numero médio

2 11,75 marcadores (Figura 6).

SB SFP MP MS

A

M{21 22 23 24 254143454647 4¥71 72737581 82Y31 32 33 34 35 53 54 5%192 9394 95 96 97 9839 M

MS FA

f A A A\l
M 913914915 91614 110 11111211 12 13 15 16 17 18 19 M

FIGURA 6: Padrao de bandas reveladas através do primer OPT19, de cinco
populag¢des de Elionurus sp. coletadas na Faculdade de Agronomia
(FA), no Morro da Policia (MP), no Morro Santana (MS), em Séo
Borja (SB) e em Sao Francisco de Paula (SFP), Porto Alegre, 2007.
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A porcentagem de bandas polimérficas observadas em cada populagao variou
de 73 a 94%, sendo a populagdo do Morro Santana a que apresentou maior
porcentagem de marcadores polimérficos e a do municipio de Sdo Francisco
de Paula e da Faculdade de Agronomia, as menores (Figura 7). Esta € uma
forma simplificada de medir a variabilidade genética.

As relagbes genéticas entre os individuos foram estimadas com o
coeficiente de similaridade de Jaccard. O dendrograma demonstrou que, de um
modo geral, os marcadores agruparam os individuos de acordo com a
populagdo (Figura 8). O coeficiente da correlagdo cofenética foi 0,85. Este
coeficiente indica o quanto o agrupamento dos gendtipos no dendograma
representa o conjunto de estimativas da similaridade genética (Pejic et al.,
1998). A analise revelou uma similaridade média de 0,33, variando de 0,17 a
0,83. Os individuos mais similares, com um valor de 0,83, foram o MP32 e o
MP33 do Morro da Policia. A comparacao que apresentou o menor valor de
similaridade genética (0,17) envolveu o individuo MS92 do Morro Santana, o

qual apresentou um perfil de bandas diferentes dos demais.
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FIGURA 7. Porcentagem de polimorfismo em cinco populagbées de Elionurus
sp. coletadas na Faculdade de Agronomia (FA), no Morro da
Policia (MP), no Morro Santana (MS), em Sao Borja (SB) e em Sao
Francisco de Paula (SFP), Porto Alegre, 2007.
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O ponto de corte empregado na analise do dendrograma foi a média de
similaridade entre todos os gendtipos (0,33) e indicou a formagao de cinco
grupos. O primeiro grupo foi composto por individuos do Morro Santana, com
apenas um individuo de S&o Borja. O segundo e maior grupo reuniu alguns
individuos de Sao Borja e Morro Santana e todos os individuos das populagdes
Morro da Policia e Sdo Francisco de Paula, sendo estes individuos separados
em subgrupos por origem geografica. O terceiro agrupamento apresentou
apenas dois individuos do Morro Santana. J& o quarto agrupamento englobou
individuos do Morro Santana e todos os da Faculdade de Agronomia. O ultimo
grupo formado constitui-se apenas do individuo MS92 (Figura 8).

Steiner (2005) utilizando indices de similaridade média de 0,26, como
ponto de corte, para acessos de grama forquilha (Paspalum notatum Fligge) e
observou a formagéo de sete grupos, porém os grupos nao apresentaram um
padrao por localidade. Para Papoula-de-Sao-Francisco (Hibiscus cannabinus
L.), foi encontrada uma similaridade média de 0,35, que separou em trés
principais grupos as variedades (Cheng et al., 2002). A relagdo entre
variabilidade genética e distribuicdo geografica tem sido observada em
diversas plantas aromaticas. Fracaro & Echeverrigaray (2006) encontraram
forte relagdo para populagdes naturais de Hesperozygis ringens Benth, onde a
similaridade média formou dois grandes grupos de acordo com a localidade.
McRoberts et al. (2005) também observou uma diferenciagéo parcial com base
na localizacdo geografica através de analise molecular de populagdes da
graminea Phalaris minor Retz.. Yao et al., (2008) observaram o agrupamento
de acordo com a localizagdo geografica em cultivares de Camellia sinensis (L.)

Kuntze.
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FIGURA 8. Agrupamento de individuos de cinco populagbes de Elionurus sp. através da técnica de RAPD coletados na Faculdade de
Agronomia (FA), no Morro da Policia (MP), no Morro Santana (MS), em Sao Borja (SB) e em Sao Francisco de Paula (SFP)), Porto
Alegre, 2007.
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A analise de varidncia molecular demonstrou que a maior fragao de
variabilidade observada estava contida dentro de cada populacédo, entre os
individuos constituintes da mesma, representando 94% da variancia total
(Tabela 9). A alta variabilidade intrapopulacional sugere a ocorréncia de
alogamia na espécie estudada. Diversos autores tém relacionado a elevada
frequéncia de variabilidade intrapopulacional com a fecundag¢ao cruzada, como
Yao et al. (2008) estudando populacbes de Camellia sinensis (L.) Kuntze e

Silva et al. (2006a) em populacdes de Casearia sylvestris SW.

TABELA 9. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) em cinco populag¢des de
Elionurus sp. coletadas na Faculdade de Agronomia (FA), no Morro
da Policia (MP), no Morro Santana (MS), em Sao Borja (SB) e em
Sao Francisco de Paula (SFP), Porto Alegre, 2007.

Causas da Quadrado Componente Variancia
GL
variacao Médio de variancia total (%)
Dentro da
45 0,53 0,329 94
Populagao
Entre
4 0,33 0,021 6
Populagdes

A informacao a respeito do modo de reprodugao de uma espécie € de
fundamental importdncia para o melhoramento, pois possibilita o
estabelecimento adequado do método a ser utilizado (Allard, 1960). Para
Elionurus sp., nao foi encontrado registro na literatura consultada sobre o modo
de reproducdo. No entanto, Zanettini & Cavalli (2003) relataram que a alta
variabilidade dentro de populagdes, geralmente, € um reflexo da fecundacgao

cruzada. Assim sendo, baseados nas caracteristicas morfoldgicas,
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principalmente da inflorescéncia e nos dados moleculares obtidos, € possivel
sugerir que Elionurus sp. seja uma espécie com predominancia de fecundagéo
cruzada.

Do polimorfismo total encontrado dentro das populagdes (92%), a maior
porcentagem de variabilidade estava contida na populacdo Morro Santana,
representando 37,2%, seguida da populagdo Sao Borja com 32,9% (Tabela
10). Estas duas populag¢des foram as que apresentaram o maior numero de
individuos amostrados em relacdo as demais, 17 e 11 respectivamente. Esta

variabilidade pode estar associada ao numero de individuos amostrados.

TABELA 10. Soma dos quadrados e porcentagem de variagéo atribuida a cada
populagao de Elionurus sp. coletadas na Faculdade de Agronomia
(FA), no Morro da Policia (MP), no Morro Santana (MS), em S&o
Borja (SB) e em Séao Francisco de Paula (SFP), Porto Alegre,

2007.
Populacao Individuos (N) SQ GL % Variagao
FA 8 1,29 7 8,7
MP 8 1,90 7 12,8
MS 17 5,51 16 37,2
SB 11 4,88 10 32,9
SFP 6 1,23 5 8,3
Total 50 14,81 45 100,0

As populagdes avaliadas apresentam um valor Fst de Wrigth de 0,30, o
que corresponde a uma alta estruturagdo segundo Wright (1978), isto é, ha um
aumento da endogamia nas populagdes, havendo uma diminui¢do do fluxo

génico entre elas, o que leva a uma grande diferenciacdo genética. Valores
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elevados de diferenciagcado genética para populagcdes naturais foram descritos
em outras espécies (Ferreya, et al. 2004; Ross-Ibarra, et al. 2008).

Ao observar a distancia entre as populacdes, com base nas avaliacbes
moleculares e na distadncia de Nei (1972), houve a formagao de dois grandes
grupos, sendo um constituido apenas pela populagdo Faculdade de Agronomia
e 0 outro grupo que reune as demais populagdes. A populagdo Faculdade de
Agronomia pode estar mais distante das demais populagdes pois a mesma nao
€ uma populacdo natural como as outras, uma vez que ela se encontra na
Faculdade de Agronomia por tempo desconhecido e apresenta origem
geografica também desconhecida. Sendo assim, a distdncia da populagéo
Faculdade de Agronomia pode ser devido a um isolamento geografico onde
nao ha fluxo génico com as demais populagdes, o que pode ser evidenciado
pelo alto valor de Fst de Writgh (1973). Por outro lado, a maior similaridade
entre as populagdes Morro da Policia e Morro Santana pode ser explicada pela
proximidade geografica das mesmas (Figura 9).

De maneira geral as populagdes avaliadas n&o diferiram em relagdo aos
caracteres fenotipicos. A uUnica populagao que apresentou diferenca em relacéo
as demais foi a Sao Francisco de Paula, porém ela apresentou um
desempenho inferior para a maioria dos caracteres avaliados, como por
exemplo, a concentracdo de compostos fendlicos, baixo rendimento de dleo
e baixa variabilidade. Sendo assim, esta populagao nao seria indicada para ser
utilizada em um programa de melhoramento. Neste sentido, a populagdo de
maior destaque do ponto de vista do melhoramento para incrementar o
conteudo de 6leo é a Sao Borja, pois esta apresentou concentragdes elevadas

de Geranial e Neral, variabilidade acentuada, além de um bom desempenho
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para os caracteres fenotipicos avaliados e para concentragdo de compostos

fendlicos e rendimento de dleo.
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FIGURA 9. Agrupamento de cinco populagdes de Elionurus sp. através da
técnica de RAPD coletados na Faculdade de Agronomia (FA), no
Morro da Policia (MP), no Morro Santana (MS), em Sao Borja (SB)
e em Sao Francisco de Paula (SFP), com base na distancia de Nei
(1972), Porto Alegre, 2007.
A populacao Faculdade de Agronomia também pode ser destacada com base
na concentracao de Geranial e Neral, no entanto, apresentou uma variabilidade
menor devido a amostragem mais reduzida. No caso do estabelecimento de
um programa de melhoramento, o melhorista deve concentrar esforgos
inicialmente nas populagdes Sao Borja e Faculdade de Agronomia. Por outro
lado, a populagdo Morro Santana apresentou maior variabilidade comparada as
demais populacdes. Nesse caso, a diferenca no tamanho das populacdes deve

ser levado em consideracdo, uma vez que tal diferenca pode ter causado um

viés nos resultados. Apesar da populacdo Sao Francisco de Paula ter
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apresentado um desempenho inferior para os caracteres avaliados, esta
populacgao, foi a mais distinta, representando assim uma fonte de variabilidade,

sendo uma populagéao prioritaria para conservagao em banco de germoplasma.



5 CONCLUSOES

As populacbes de Elionurus sp. estudadas no presente trabalho
apresentaram variabilidade para caracteres agronémicos e quimicos. A
variabilidade genética estimada através dos marcadores moleculares
evidenciou uma distribuicdo predominantemente entre os individuos de uma
mesma populacdo. A populacdo Sao Francisco de Paula foi a que apresentou o
pior desempenho em termos de produg¢do, composicdo de 6leos e compostos
fendlicos e variabilidade para a selegao artificial. Por outro lado, a populacao
Sao Borja apresentou o melhor desempenho para a maioria das analises
realizadas, podendo ser indicada para trabalhos de melhoramento,
especialmente com o objetivo de incrementar o conteudo de Citral no 6leo
essencial. A populagdo Faculdade de Agronomia também poderia ser indicada
para posterior selecao de caracteres relevantes, apesar da analise realizada no
presente trabalho ter avaliado um numero reduzido de individuos desta

populagao.
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