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1. RESUMO

Ocimum selloi Benth. é uma planta nativa da familia Lamiaceae que
ocorre nas regides Sudeste e Sul do Brasil, sendo utilizada como antidiarréico,
antiespasmodico e antiinflamatorio. Apesar do potencial uso de Ocimum selloi, pouco se sabe
sobre 0 ponto de vista de diversidade genética, perfil fitoquimico e aspectos agronémicos
desta planta. O presente estudo teve por objetivo geral estudar a diversidade genética e
quimica de trés populagdes de Ocimum selloi. O material vegetal utilizado foi coletado na
regido de Iporanga e Piquete, estado de Séo Paulo, e em Adriandpolis, estado do Parana. O
estudo da diversidade populacional foi realizado pela anélise de polimorfismo do DNA do tipo
RAPD e a quimica através da analise da composicdo quimica dos 0leos essenciais das folhas
das populagdes naturais. Os 6leos essenciais foram extraidos pela técnica de destilagcdo por
arraste a vapor e a andlise da composi¢do quimica por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas.

Os O6leos essenciais dos acessos da populacdo proveniente de
Adriandpolis/PR apresentaram composicdo quimica média semelhante, apresentando como

substancias majoritarias: elimicina (36%), p-selineno (12%), p-copaen-4-a-ol (9,3%) e



trans-cariofileno (6%). Os acessos da populacdo proveniente de Iporanga/SP, apresentaram
composicdo heterogénea, compondo dois subgrupos: o primeiro representado pelas mesmas
substancias majoritarias dos acessos de Adrianopolis/PR, sendo elimicina (55%), B-selineno
(8%), B-copaen-4-a-ol (4,8%) e trans-cariofileno (3%); e o segundo, correspondendo a 15%
dos acessos, apresentando, além das substancias anteriormente citadas, outras como
metilchavicol (23%), trans-anetol (10%) e o metileugenol (9%). Os acessos da populacao
provenientes de Piquete/SP, também apresentaram composi¢do quimica semelhante entre os
acessos, mas apresentando substancias majoritarias diferentes das duas outros populaces, tais
como, germacreno D (26%), trans-f-bergamoteno (15%), biciclogermacreno (12%) e (E,E)-
a-farneseno (3,84%).

A partir do marcador molecular RAPD foram produzidas um total de
175 bandas com vinte e dois primers utilizados; desse total, 132 bandas (76%) mostraram-se
polimdrficas para os acessos de O. selloi provenientes de Iporanga/SP, 131 bandas (75%)
mostraram-se polimorficas para os acessos provenientes de Adriandpolis/PR e 87 bandas
(49%) mostraram-se polimorficas para 0s acessos provenientes de Piquete/SP. As
similaridades genéticas foram obtidas por meio do indice de Dice, com variacao entre 0,33 e
1,00, revelando uma divergéncia genética significativa. A andlise da estrutura genetica nos
acessos avaliados, a partir da analise de coordenadas principais, revelou a formagéo de grupos
representados por acessos de um mesmo local, como por acessos de ambas localidades.
Portanto, os resultados do estudo de diversidade genética, realizado através do emprego dos
marcadores RAPD, revelaram uma forte estruturacdo genética, cujas informagdes associadas
as de quimica dos Oleos essenciais podem ser devidamente aproveitadas para orientar a

utilizacdo, conservacdo e 0 melhoramento genético da espécie.



THE GENETIC DIVERSITY CHARACTERIZATION AND THE CHEMICAL
COMPOSITION OF THE ESSENTIAL OILS IN POPULATIONS OF Ocimum
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2. SUMMARY

Ocimum selloi Benth. is a native plant from Lamiaceae family that
occurs in south and in southeast areas of Brazil. It is used as an antidiarrheal, antispasmodic
and antiphlogistic in phytotherapy. Although the Ocimum selloi has potential value as
medicinal plant, little is known of its genetic diversity, phytochemistry profile and cultivation.
The main objective of this study was to evaluate the genetic diversity of three populations of
Ocimum selloi and the chemical composition of essential oils of its leaves. Plants were
collected in three regions of natural occurrence of the specie in Brazil: Iporanga and Piquete in
Sao Paulo state and Adriandpolis in Parana state. The genetic diversity of populations was
determined by analyses of DNA polymorphism (RAPD type) and the chemical composition of
leaves essential oils were determined too. The essential oils were extracted by steam
destillation and the chemical composition was determined by a gas chromatograph coupled to

a mass spectrometer.



The essential oils of all plants from the Adriandpolis population
showed similar chemical composition, having as main substances: elimicine (36%), 3-selinene
(12%), B-copaen-4-a-ol (9,3%) and trans-caryophyllene (6%). The population of Ocimum
selloi from Iporanga/SP, showed heterogeneous composition, composing two groups: the first
one formed by plants with the main substances: elimicine (55%), B-selinene (8%), p-copaen-4-
a-ol (4,8%) and trans-caryophyllene (3%); and the second group, corresponding in 15%,
showing the same substances and beyond others as methylchavicol (23%), trans-anisole (10%)
and the methyleugenol (9%). The plants of population from Piquete/SP also presented similar
chemical composition between itself, although the main substances were differents of the
other two populations: germacrene D (26%), trans-a-bergamotene (15%), biciclogermacrene
(12%) and (E,E)-a-farnesene (3,84%).

From the molecular marker (RAPD) were produced a total of 175
bands with 22 primers used; in these total, 132 bands (76%) showed polymorphics for the
Ocimum selloi accesses from Iporanga/SP, 131 bands (75%) showed polymorphics for the
accesses from Adrianopolis/PR and 87 bands (49%) showed polymorphics for the accesses
from Piquete/SP. The genetics similarities were verified by the Dice index with variation
between 0,33 and 1,00, showing a significative genetic divergence. The analyses of the genetic
structure in the accesses revealed two groups formed by the accesses of the same area, as well
as the accesses of different localities. Therefore, the results of the genetic diversity study,
realized through the use of RAPD markers, showed a strong genetic structuration. This
information associated with the chemical composition of essential oils can be used to guide the

utilization, conservation and genetic species improvement.



3. INTRODUCAO

Biodiversidade pode ser definida como a variedade e variabilidade
existentes entre 0s organismos Vvivos e as complexidades ecoldgicas nas quais eles ocorrem. O
Brasil é o pais com a maior diversidade geneética vegetal do mundo, contando com mais de
55.000 espécies catalogadas, de um total estimado entre 350.000 a 550.000 (Nodari e Guerra,
1999), sendo que muitas destas apresentam atividade bioldgica (Brown et al., 1989).

Dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimam que
aproximadamente 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam a medicina
tradicional (popular) para atendimento primario de saude, da qual a maior parte envolve 0 uso
de extratos vegetais ou de seus principios ativos (Ministério da Saude, 2001).

A espécie Ocimum selloi Benth., planta da familia Lamiaceae que
ocorre nas regides Sudeste e Sul (Schmidt, 1858, citado por Martins, 1998), é popularmente
utilizada como antidiarréico, antiespasmaédico e antiinflamatdrio, propriedades comprovadas

por testes pré-clinicos por Vanderline et al. 1994).



E popularmente conhecida como elixir paregérico, nos Estados do Rio
de Janeiro e Espirito Santo e anis ou alfavaquinha em Minas Gerais. Assim como outras
espécies do género, O. selloi é rica em 6leos essenciais.

Os 6leos essenciais constituem um dos mais importantes grupos de
matérias primas para as industrias de alimentos, farmacéutica, perfumaria e afins.

Os 6leos essenciais produzidos pelas espécies pertencentes ao género
Ocimum apresentam diversos componentes importantes responsaveis pelo seu aroma e
atividade bioldgica, tais como: estragol ou metilchavicol (nematicida, inseticida e
aromatizante), eugenol, metileugenol (hipoanalgésico, inseticida, fungicida), citral, linalol,
geraniol, timol, cinamato de metila, farnesol, borneol, safrol, dentre outros, cuja demanda é
muito grande para a fabricacdo de produtos farmacéuticos, alimenticios e de perfumaria
(Gupta, 1994).

A andlise da composicdo quimica dos O6leos essenciais das
inflorescéncias e caules com folhas dos acessos de Ocimum selloi, provenientes de Vigosa/MG
e Tiradentes/MG, apresentaram como componente majoritario o estragol (metilchavicol) e
metileugenol, respectivamente (Martins,1998). Esses dados e a constatacdo de variagcdes nas
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas dos dois acessos, através de estudos isoenzimaticos
e da morfologia interna e externa, permitiu o estabelecimento de duas variedades taxondmicas
para a espécie.

Por outro lado, Morais et al. (2002), ao estudarem a composicao
quimica dos 0leos essenciais das inflorescéncias (flores e sementes) e folhas de Ocimum selloi,
coletadas em duas épocas do ano, oriundas de Botucatu/SP, observaram como componente

majoritario, o trans-anetol, consistindo num outro quimiotipo para a espécie.



O uso de metabolitos secundarios em taxonomia € bem reconhecido
(Hegnauer, 1996; Gottlieb, 1982), podendo auxiliar na classificacdo taxondmica.

Mais recentemente, a utilizacdo conjunta da quimica (quimiotaxomia
ou quimiossistematica) e da bioguimica (sistematica ou taxonomia molecular) tem-se
mostrado uma ferramenta complementar e eficiente em sistematica vegetal. Tais informagdes
sdo Uteis para programas de melhoramento genético de espécies de interesse econdmico,
incluindo as medicinais.

Em termos de melhoramento genético, o conhecimento da diversidade
genética de uma espécie facilita a escolha de progenitores para 0s cruzamentos, 0s estudos de
heranca, a definicdo de estratégias adequadas de selecdo, 0 mapeamento genético e a selecdo
assistida por marcadores. Todas as acOes relacionadas com a conservacdo genética tambem
dependem do conhecimento da diversidade genética, onde os marcadores moleculares sao
ferramentas importantes para sua caracterizacdo e monitoramento (Nodari e Guerra, 1999).

A diversidade genética pode ser feita com o uso de marcadores
genéticos. A caracterizagdo genética com marcadores possibilita a estimativa de varios indices
genéticos e conhecimento sobre a variabilidade genética entre e dentro de populagdes.

Apesar do potencial uso de Ocimum selloi como aromatizante e
medicinal e dos estudos relatados acima, pouco se sabe do ponto de vista de diversidade
genética, perfil fitoquimico e aspectos agrondmicos desta espécie.

Dessa forma, a correlacdo dos estudos de marcadores moleculares e da
composi¢cdo quimicos do 6leo essencial de Ocimum selloi daria subsidios para a identificacéo

e diferenciacdo taxondmica da espécie, informacdo imprescindivel para minimizar equivocos



quanto ao seu uso medicinal, para o melhoramento genético e preservagdo da espécie,

contribuindo assim para seu uso sustentavel.

3.1. Objetivos:

O presente trabalho teve por objetivo geral estudar a diversidade
genética e quimica de acessos de Ocimum selloi Benth. de popula¢des naturais. Para tanto,
teve por objetivos especificos:

- avaliar a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de Ocimum selloi
em acessos coletados em trés populacgdes naturais dos estados de S&o Paulo e Parang;

- avaliar a diversidade genética de Ocimum selloi, por meio de
marcadores RAPD, dos acessos coletados das trés populacdes naturais;

- correlacionar as informacdes obtidas nos estudos genéticos e

fitoquimicos a fim de auxiliar na taxonomia da espécie.



4. REVISAO DE LITERATURA

Planta medicinal é toda espécie vegetal que contém em um ou mais de
seus Orgdos, substancias, ou seja, principios ativos, que possam ser usadas com propositos
terapéuticos ou que sejam precursoras de semi-sintese quimico-farmacéutica. Os principios
ativos ndo se distribuem de maneira homogénea e podem estar concentrados nas raizes,
rizomas, talos, caules, folhas, sementes ou flores e o teor varia de acordo com a idade da
planta, época do ano, solo ou clima onde a planta vive (Mentz, 1996).

Os produtos naturais oriundos de plantas, como assim foram chamados
inicialmente pelos fitoquimicos, sdo metabdlitos secundarios e até a década de 50 eram
considerados substancias sem nenhuma funcgéo para as mesmas (Saito e Lucchini, 1998). Estes
metabolitos eram atribuidos a erros genéticos ou subprodutos ndo aproveitaveis do
metabolismo priméario (Alonso, 1997). Este conceito comegou a mudar a partir de 1959,
gragas as pesquisas na area de fitoquimica e fisiologia vegetal e dos estudos da interagdo dos
compostos quimicos com microorganismos fitopatogénicos e insetos predadores (Alonso,

1997; Saito e Lucchini, 1998).
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Hoje, sabe-se que os metabdlitos secundarios podem ter papel
importante na defesa contra ataque de fungos, bactérias e insetos, ou podem conferir maior
vantagem competitiva a espécie produtora, por impedir ou retardar a germinacdo de sementes
de outras espécies de plantas, por favorecer a penetracdo em novos nichos ecolégicos e, por
possibilitar, de forma geral, os mecanismos de sobrevivéncia da espécie (Alonso, 1997).

Os metabolitos secundarios sdo constituidos por uma mistura
complexa de diversas classes de substancias, como por exemplo, os fenilpropandides, mono e
sesquiterpenos, cujas classes constituem grande parte da composicdo quimica dos 6leos
essenciais.

Os terpenos sdo derivados da rota metabdlica do acido mevaldnico e
classificam-se, dentre outras, em monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos, apresentando
estruturas de 10, 15 e 20 carbonos, respectivamente. Cada composto possui blocos de cinco
carbono, denominados unidades de isoprenos. Os monoterpenos apresentam duas destas
unidades, 0s sesquiterpenos trés e os diterpenos quatro unidades. Os monoterpenos séo muito
volateis, normalmente, predominam como componentes nos o6leos essenciais, formando
estruturas aciclicas, monociclicas e biciclicas. Os sesquiterpenos apresentam maior numero de
carbonos, entretanto, sdo menos volateis. Os diterpenos ocorrem no 6leo essencial de algumas
plantas e sdo considerados de menor importancia (Mann, 1994).

Os fenilpropenos ou fenilpropandides sdo derivados da rota metaboélica
do acido chiquimico, e apresentam estruturas formadas basicamente de um anel aromatico,
constituido por seis carbonos ligados a uma cadeia lateral com trés carbonos, contendo uma

dupla ligacdo, apresentando grupos funcionais com oxigénio (Mann, 1994).
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Como metabdlito secundario, o nivel da producao dos 0leos essenciais
é controlado geneticamente; entretanto a quantidade e a concentracdo desses compostos pode
ser influenciada, dentre outros, por fatores climaticos (temperatura, intensidade de luz,

umidade, etc.), edaficos e sazonais (Harborne, 1977).

4.1. O género Ocimum e a espécie Ocimum selloi Benth.

O género Ocimum compreende cerca 64 espécies (Paton et al., 1999),
comumente encontradas em regides tropicais e subtropicais, muitas das quais empregadas pela
populacdo como medicinais, na culinéria e no controle de insetos. Suas espécies sdo todas
ricas em Oleos essenciais (Grayer et al., 1996a) e caracterizam-se pela grande variabilidade
morfoldgica e de quimiotipos.

De todas as espécies, o Ocimum basilicum L., conhecida como
manjericdo, € a espécie mais utilizada popularmente e de maior importancia econdmica,
(Grayer, 1996a). Atribui-se ao estragol, um componente de seu 6leo essencial, 0 aroma
anisado desta espécie, sendo utilizado como flavorizante em alimentos e licores e na
formulagéo de perfumes (Windholz, 1976). Este produto pode ainda ser facilmente convertido
a anetol, um isdmero de maior valor comercial (Craveiro et al., 1981).

Estudos comprovaram que a plasticidade fenotipica é uma
caracteristica marcante da espécie O. basilicum. A composicao do 6leo essencial de Ocimum
basilicum L. é extremamente variavel, sendo que em acessos dentro de um mesmo cultivar a

composi¢cdo pode ndo ser homogénea (Kamada et al., 2000). As populacdes selvagens séo
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bastante distintas e ao longo dos anos, muitos quimiocultivares de aromas diferentes vém
sendo selecionados e melhorados por meio de cruzamentos entre cultivares e espécies
relacionadas (Grayer et al., 1996a; Grayer et al., 1996b).

Estudos morfologicos, quimicos e genéticos de doze acessos de
Ocimum gratissimum foram conduzidos com o objetivo da avaliar a viabilidade do uso de
Oleos essenciais e flavonoides como marcadores taxondmicos e examinar a relacdo entre
RAPDs e os marcadores quimicos (Vieira et al., 2001). Os acessos foram divididos em seis
grupos (timol: o-copaeno , eugenol: espatulenol, timol: p-cimeno, eugenol: a-muruleno,
eugenol:timol:espatulenol e geraniol) sendo idénticos aos grupos identificados nas
observacbes morfologicas. As analises moleculares mostraram trés grupos distintos
geneticamente e altamente correlacionados com os constituintes volateis.

Ocimum selloi Benth., € uma planta anual herbacea, pertencente a
familia Lamiaceae, que ocorre nas regides Sudeste e Sul do Brasil (Schmidt, 1858 citado por
Martins, 1996). Trata-se de uma espécie nativa do Brasil, pouco conhecida do ponto de vista
quimico e com potencial de uso medicinal, assim como produtora de 6leo essencial.

A espécie O. selloi tem largo uso na medicina popular, sendo
vulgarmente conhecida como elixir paregérico nos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo,
como anis e alfavaquinha em Minas Gerais e atroveran em S&o Paulo. Estes termos populares
estdo relacionados as suas propriedades farmacoldgicas (por ter uso semelhante ao
medicamento comercialmente conhecido como elixir paregérico), quimicas (anis, pela
semelhanca de odor com os aquénios de Pimpinella anisum ou Foeniculum vulgare, erva doce
e funcho, respectivamente) e a semelhanga com outras espécies do género Ocimum (Martins,

1998).
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A composicdo quimica dos Oleos essenciais das inflorescéncias e
folhas de Ocimum selloi, cultivada na Estacdo Bioldgica da Universidade de Brasilia, a partir
de mudas provenientes de Sdo Paulo (Morhy, 1973), apresentou como principais componentes
o metilchavicol (51,1%) e trans-anetol (46,5%).

Martins (1998) realizou a caracterizacao isoenzimatica, morfologia e a
anélise da composi¢do quimica dos dleos essenciais das inflorescéncias e caules jovens com
folhas de O. selloi oriundas de dois acessos diferentes (A e B) provenientes de Vicosa/MG e
Tiradentes/MG, sendo estas submetidas as mesmas condic¢des de cultivo. O autor comprovou
ser o estragol (metilchavicol) o principal componente do éleo essencial do acesso A (81,81%:
inflorescéncia.; 80,70%: caule+folha) e o metileugenol no acesso B (63,00% e 63,08%),
notando-se a auséncia do estragol neste Gltimo acesso. No 6leo essencial do acesso A, foi
detectada a presenca de metileugenol, porém em pequenas concentracdes (0,79% e 1,13%).
Outros compostos foram identificados em ambos 0s acessos, sendo estes o bergamoteno,
germacreno-B, E-ocimeno (presente apenas na inflorescéncia do acesso B), E-cariofileno,
epoxido de bisaboleno (presente apenas na inflorescéncia do acesso B), a-humuleno,
biciclosesquifelandreno, trans-cariofileno e [B-bisaboleno. Trés compostos sesquiterpénicos
foram encontrados, porém, ndo identificados. As inflorescéncias continham maior contetdo de
0leo essencial, ao comparar-se com as folhas e caules jovens, assim como também foi
observado uma maior concentracdo de Oleo essencial no periodo da manhd. Além dessas
diferencas na composicdo quimica, os autores observaram diferencas morfoldgicas e
bioguimicas entre 0s acessos, estabelecendo duas variedades taxonémicas para a espécie.

Estudos realizados por Morais et al. (2002) com os dleos essenciais

das inflorescéncias coletadas em junho 2000 e folhas coletadas em duas épocas do ano (junho
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2000 e janeiro 2001), oriundas de Botucatu/SP, identificaram como componentes
majoritarios o trans-anetol (41,34%; 45,42 %; 58,59 %) e metilchavicol (27,10%; 24,14%;
29,96%). Foram identificados ainda, o cis-anetol (4,54%; 3,95%; 2,96%) e varios
sesquiterpenos, sendo o0s mais abundantes o trans-cariofileno (3,47%; 1,83%; 0,80%),
germacreno D (1,81%; 4,21%; 0,94) p—selineno (3,34%; 4,14%; 0,93%). Excluindo-se o trans-
anetol e metilchavicol, observou-se diferenga na proporcao relativa das substancias nos 6leos
essenciais das folhas em funcdo da sazonalidade, sendo menor para a coleta efetuada no més

de janeiro de 2001.

4.2. Recursos genéticos de plantas medicinais

Segundo estimativa da Organizacdo Mundial da Saude, 80% da
populacdo mundial utiliza, principalmente, a medicina tradicional (popular) para suprir as
necessidades de assisténcia médica primaria. Esse valor indica que cerca de 3,5 a 4 bilhdes de
pessoas no mundo sdo dependentes de plantas para cura de doengas (Elisabetsky, 1987 e
Vieira, 1993).

O Brasil possui a mais diversificada flora do mundo, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas, de um total estimado entre 350.000 a 550.000 (Nodari e
Guerra, 1999). Além da grande extensao territorial, tal fato esta relacionado com a existéncia
de uma grande quantidade de diferentes situacBes climaticas, geomorfoldgicas e de solos, o
que resulta na grande variedade de tipos vegetacionais. Essa diversidade ndo pode ser

desprezada (Scheffer et al., 1999). No entanto, o desconhecimento dos valores reais dessa
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biodiversidade tem constituido sério obstaculo para que os tomadores de decisdo reconhegam
a necessidade de introduzir estratégias de conservagdo dos recursos bioldgicos nos planos
nacionais de desenvolvimento (Heck, 1996).

Nesse sentido, Pereira (1998) ressalta que existe uma preocupacao
crescente com respeito a conservacao de plantas medicinais. O autor afirma que, estas plantas
tém sido multiplicadas ao longo do tempo sem domesticacdo e que consequentemente, ndo
foram selecionadas visando a preservacdo de genes responsaveis por alta produtividade.
Populagdes selvagens dessas plantas constituem, portanto, uma grande fonte de recursos
genéticos.

O Brasil, diante de sua rica diversidade, assume extrema
responsabilidade na manutencao dessas espécies quando se depara com a extracdo das plantas
medicinais, que através de métodos atualmente desenvolvidos pelos extratores, configura fato
potencialmente comprometedor da manutencdo da populagdo da flora nativa (Heck, 1996).
Além disso, autores como Gottlieb & Mors (1980) alertam para o descompasso entre a
velocidade de trabalhos cientificos com plantas em relacdo ao desmatamento das florestas
tropicais, onde se encontra a maioria das espécies vegetais do planeta. Os autores ressaltam
ainda que, mais da metade das especies encontradas nestas regides ndo sdo conhecidas do
ponto de vista cientifico, e muito pouco se sabe sobre a fitoquimica de mais de 99% das
espécies da flora brasileira.

Os recursos genéticos de plantas medicinais tém importancia
estratégica no cenario da pesquisa brasileira, pois as graves deficiéncias do sistema de salde
oficial e a baixa renda da populacdo, associados aos conhecimentos acumulados pelas

comunidades locais, faz com que parte da populacdo utilize as plantas medicinais como
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recurso terapéutico (Scheffer et al., 1999). Cabe, portanto, as instituicbes de pesquisa,
incrementarem o0s estudos que visem a protecdo e a utilizagdo dos recursos genéticos destas
espécies em perigo de extincdo, por meio de sua coleta, conservacdo, multiplicacdo e
avaliacdo da variabilidade existente.

Segundo Vieira (1994), as atividades com recursos genéticos de
plantas medicinais iniciam-se com estudos etnobotanicos. Estes estudos identificam nas
comunidades, espécies empregadas para o tratamento e a cura de enfermidades. Baseado
nestes dados parte-se para estudos quimicos e farmacoldgicos que determinardo as espécies
prioritérias para pesquisa e que justifiquem a sua conservacao e uso.

Os métodos de conservacdo de germoplasma vegetal utilizam duas
estratégias, isto é, conservagdo “in situ” e a “ex situ”. Em ambas modalidades a conservacéo
busca o enriquecimento e/ou manutencao da variabilidade genética de espécies para utilizacdo
em beneficio do desenvolvimento sustentado. Na conservagdo “in situ” as populagdes séo
mantidas em &rea natural nas chamadas reservas genéticas, as quais permitem a continuagdo
do processo evolucionario da espécie, ficando a mesma sujeita a efeitos ambientais e a acéo
antropica. Por outro lado, na conservagdo “ex situ” o germoplasma é coletado (sementes,
estacas, 0rgaos subterraneos, brotos) em seu habitat, em feiras, em pequenas propriedades e,
essa amostra devidamente identificada pelos dados de passaporte e voucher de herbario devem
representar aquela populagdo original. O germoplasma neste caso é conservado em banco de
germoplasma, cole¢Oes de campo, cultura de tecidos e criopreservagdo (Vieira, 1999).

Ainda segundo Vieira (1999), no Brasil, a conservagdo de
germoplasma de plantas medicinais estd focalizada em trés pontos: estudos etnoboténicos,

coleta e caracterizacdo de germoplasma e conservagao “in situ”.
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Segundo Scheffer et al. (1999), ndo ha nenhum relato de conservagéo
de plantas medicinais “in situ”. Nas unidades de conservagdo oficiais que tém por objetivo
preservar também espécies medicinais, ndo sdo realizados trabalhos sistematicos de
levantamentos de quais seriam estas espécies, estudos de sua variabilidade genética e
caracteristicas ecoldgicas, informacdes essas relevantes quando se pretende estabelecer um
programa de conservacao “in situ”.

Segundo Barros et al. (1999), além das variacbes morfoldgicas que
comumente ocorrem nas espécies medicinais, também sdo verificadas variagdes quimicas. A
enorme diversidade de compostos de sua composicao, produtos do metabolismo secundario
das plantas, que incluem as substéncias ativas das plantas medicinais expressando diferentes
propriedades sensoriais e farmacologicas, tem atraido equipes das mais diversas areas com o
objetivo de entender e documentar as variacGes encontradas dos produtos secundarios das
plantas. Esse entendimento passa também pelo estudo genético e de suas biossinteses,
especialmente quando h& o interesse na obtencdo de variedades estaveis e uniformes atraves
do melhoramento genético vegetal.

Segundo Franz, 1993 citado por Barros et al., 1999, a variabilidade
genética também se expressa nos compostos quimicos, produtos da biossintese das plantas,
tanto interespecificamente quanto intraespecificamente. Espécies de marcante variabilidade
morfolégica como Thymus vulgaris e Lippia alba podem mostrar ampla variagdo quimica,
assim como,espécies reconhecidamente estaveis morfologicamente, podem apresentar
diferentes quimiotipos, como demonstrado para como Chamomila recutita. Assim, além da
coleta e andlise de materiais representativos, a avaliacdo da variabilidade quimica envolve

estudos de trés fatores de grande importancia: variabilidade genética individual e
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populacional, variabilidade morfoldgica e ontogenética e as diferentes respostas adaptativas ao
meio ambiente.

Segundo Scheffer et al., 1999 a variabilidade genética de plantas
medicinais estd intimamente relacionada com as variabilidades interespecificas e
intraespecificas (inter-populagdes), em especial nas espécies nativas e é resultante da pressao
ambiental nos diversos biomas produzindo caracteristicas que sdo muito importantes nos
trabalhos de recursos genéticos. Portanto, a variabilidade genética das plantas medicinais
exige o estabelecimento de diferentes estratégias de manejo e conservacao.

Essas diferencas ainda nédo estdo suficientemente estudadas pela
Ciéncia, principalmente quando em nivel intraespecifico. A evolucdo dos estudos botanicos e
genéticos, onde sdo envolvidos estudos fitoquimicos, moleculares e ambientais, tem resultado
na proposicdo de alguns re-enquadramentos taxondmicos. O caso da erva-cidreira brasileira,
Lippia alba, é um exemplo interessante. No estudo conduzido por Moldenke (1965) sobre
variedades naturais, foram identificadas duas: var. alba e var. globifera. No Brasil, existem
estudos que mostram a existéncia de quimiotipos, que possuem diferentes tipos de compostos
nos Oleos essenciais, associados a diferentes caracteristicas morfologicas, anatdmicas, de
hébito e farmacoldgicas (Ming, 1992; Vale et al., 1996; Borges dos Santos, 1998%*).

Ha tambeém o caso da alfavaca-anisada ou atroveran, Ocimum selloi,
cujos nomes populares indicam presenca de metilchavicol na folhas, fato este comprovado em
diversos acessos; porém ha a ocorréncia, no Parand, de uma variedade onde a presenca deste

composto é muito pequena ou ausente, em verificagdo no campo (Scheffer et al., 1999).

* BORGES DOS SANTOS, M.M.F. Comunicagdo Pessoal, Botucatu, 1998.
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A variabilidade genetica se constitui na fonte primaria dos estudos
genéticos e sem ela ndo seria possivel ocorrer adaptacdes e evolucdo nas espécies, bem como
melhoramento genético, pois em padrdo Unico ndo tem o que selecionar. Portanto, 0 sucesso
de qualquer programa de melhoramento depende, fundamentalmente, da variabilidade
genetica existente (Oliveira et al., 1999) e do aprofundamento dos estudos como recursos

genéticos, que constitui a fonte de variabilidade.

4.3. Marcadores moleculares - RAPD

Segundo Kercher & Conner (1996) e Moraes et al. (2002), estudos
realizados com aloenzimas em populagdes naturais de plantas tém revelado a existéncia de
niveis consideraveis de variacdo entre as mesmas. Entretanto, com a introducgdo de técnicas de
biologia molecular no inicio da década de 80, estudos de identificacdo e caracterizagdo
genética vém sendo realizados com maior seguranca, rapidez e eficcia. Estas oferecem a
possibilidade de identificar diferentes genotipos entre os individuos ao invés de apenas
caracterizar fenotipicamente o que pode mudar com o ambiente. Segundo Bered et al. (1997),
a utilizacdo de marcadores moleculares possibilita a avaliacdo da variabilidade genética
existente dentro e entre espécies.

Os marcadores moleculares foram recentemente introduzidos nas
andlises genéticas de plantas e vém sendo apontado como importante recurso de apoio a
programas de conservacgdo e exploracdo de germoplasmas, pois além de permitir a avaliacdo

da variabilidade genética, permite também a localizacdo de regides de genes economicamente
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desejaveis, bem como a deteccéo de acessos duplicados existentes no material conservado em
colecdes de germoplasma (Kochert et al., 1991; Halward et al., 1992; Harvey & Fraleigh,
1995). Além disso, fornecem dados sobre as relacdes de afinidade dentre e entre as amostras
armazenadas, auxiliando na obtencdo de gendtipos melhorados a partir de cruzamentos e da
introgressdo genetica (Harvey & Fraleigh, 1995).

Os marcadores RAPD (“Random Amplifield Polymorphic DNA”) séo
fragmentos discretos de DNA, amplificados pela reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR —
“Polymerase Chain Rection”) (Williams et al., 1990). PCR é uma técnica poderosa usada para
amplificar pequenas seqliéncias especificas de nucleotideos em quantidades acessiveis a
analise, a partir de infima presenca da enzima DNA polimerase e de primers especificos ou
ndo. Tais primers delimitam a seqiéncia de DNA de fita dupla a ser amplificado, cujos
resultados s&o milhdes de copias idénticas (Mullis & Faloona, 1987; White et al., 1989).

Os marcadores do tipo RAPD sdo herdaveis e de carater dominante,
em sua maioria. Os polimorfismos resultam de mudancas na molécula de DNA a partir de
alteracBes de uma Unica base, causadas por mutacGes de ponto, delecdes ou insercBes, que
alteram os sitios de ligacGes do primer, diminuindo ou aumentando a distancia entre eles.
Essas mudancas podem alterar o comprimento do fragmento compreendido entre dois sitios ou
mesmo impedir que a amplificacdo ocorra. Os polimorfismos geralmente sdo reconhecidos
pela presenca de um fragmento amplificado em um dos gendtipos em relagdo a auséncia deste
mesmo fragmento em outro genotipo. A reacdo de amplificacdo é repetida com varios primers
diferentes em condicfes que resultem na producdo de varias bandas para cada primer. Um
unico primer pode identificar varias marcas, cada uma representando um loco (Williams et al.,

1990).
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O principal inconveniente dos marcadores RAPD reside no fato de
tratar-se de marcadores dominantes que ndo mostram o estado heterozigoto, ou seja, 0S
individuos contendo duas copias de um alelo ndo sdo distinguiveis daqueles que contém
somente uma cépia do alelo (Williams et al., 1990). Outro problema potencial levantado por
Penner et al. (1993) e Ferreira & Grattapaglia (1998) é a reprodutividade da técnica, dada a
impossibilidade de padronizacgdo das condicdes de amplificacéo.

No entanto Williams et al. (1990) relatam que a grande vantagem da
técnica de marcadores RAPD estd na sua capacidade de detectar polimorfismo de modo
simples e rapido, permitindo assim que possam ser usados como fingerprinting, distinguindo
divergéncias minimas entre espécies ou clones ou dentre destes. Além disso, 0s RAPDs séo
muito eficientes em identificar marcadores mais proximamente ligados, assim como podem
mapear regides constituidas por sequéncias repetitivas.

Andlise dos marcadores RAPD tem fornecido informagdes sobre a
variabilidade genética de populagdes, niveis de similaridade entre e dentro das mesmas,
permitindo que se facam inferéncias sobre a proximidade entre populagdes naturais e as
mantidas em instituicdes como fonte de germoplasma (Gunter et al., 1996).

Atualmente, tem aumentado o interesse pelos marcadores RAPD na
anélise da variabilidade de populacGes (Charlmers et al., 1992; Chong et al., 1994; Haig et al.,
1994; Crochemore et al., 1996; Ciampi, 2001). Em estudos com plantas medicinais destacam-
se 0s de Gauer e Cavalli-Molina (2000), com erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil,
Aquilifoliaceae), Bittencourt (2000) com espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss,
Celastraceae), Ciampi (2001) com jatoba (Hymnaea spp., Leguminosae), Mendes (2001) com

Lippia alba e Vieira (2001) com Ocimum gratissimum.
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Ciampi (2001) desenvolveu estudos com jatoba (Hymnaea spp.,
Leguminosae) de trés diferentes biomas: cerrado, mata atlantica e floresta amazonica. A
andlise de similaridade genética agrupou os individuos em trés grupos distintos de acordo com
os diferentes biomas. A analise de variancia nesse caso mostrou que a maior parte (54%) da
variabilidade esta dentro dos biomas, embora exista também significativa variabilidade entre
0s biomas (46%).

O trabalho realizado por Gauer e Cavalli-Molina (2000) com quatro
populacdes de llex paraguariensis coletadas no Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul, mostrou baixa variabilidade intrapopulacional e baixa divergéncia entre
populacdes.

Em outro estudo Vieira et al. 2001, através dos estudos morfologicos,
quimicos e geneéticos de doze acessos de Ocimum gratissimum, verificou que entre os 18
primers testados, seis geraram 32 fragmentos polimorficos nos trés quimiotipos comparados
(timol, eugenol e geraniol) mostrando que os trés grupos eram distintos geneticamente.

Mendes (2001), em estudos de caracterizagdo morfo-anatdbmica,
molecular e fitoquimica de 8 formas de Lippia alba provenientes de diferentes locais do
Brasil, obteve concordancia entre a caracterizagdo molecular e fitoquimica na separagdo das
oito formas, revelando uma forte estruturacdo genética e mostrando-se 0 uso de RAPD ser

uma ferramenta adequada para caracterizar a espécie.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta do material vegetal

O material vegetal utilizado para este estudo foi coletado na regido de
Iporanga e Piquete, estado de Sao Paulo e em Adriandpolis, estado do Parana, (Figuras 1 e 2),
localizadas em unidades de conservagdo. A vegetacdo nas regides de Iporanga/SP,
Adriandpolis/PR e Piquete/SP sdo de mata Atlantica imida.

O municipio de Iporanga/SP esta localizado na regido do alto do rio
Ribeira dentro do Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira (PETAR), situada nas
coordenadas de 24°35°08” S e 48°35’35” WO. Possui vegetacdo caracteristica de Mata
Atlantica (Floresta Latifoliada Umida de Encosta), abrigando formagbes vegetais
diferenciadas, de acordo com fatores climaticos, caracteristicas dos relevos existentes, além do
proprio historico de ocupacdo humana. As por¢des mais preservadas da mata sdo encontradas
nas serras e locais mais acidentados. J& nas partes mais baixas predominam as vegetagdes

secundarias e as atividades agricolas remanescentes (populacéo local). Apresenta clima de tipo
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subtropical Umido, com temperatura media anual de 20° C e precipitacdo anual na faixa de
1.600 mm (&reas mais baixas) e 2.000 mm (areas mais altas). Os periodos menos chuvosos sdo
de abril a julho e os meses de outubro e novembro.

A regido de Piquete/SP esta localizada no Vale do Paraiba, vale médio
do rio Paraiba do Sul. Esté assentado nas encostas da serra da Mantiqueira e grande parte do
seu territorio esta dentro da Area de Preservacio Ambiental (APA), situada nas coordenadas
de 22°36°49” S e 45°10°34” WO. Possui vegetacdo caracteristica de Floresta Atlantica,
também conhecida por floresta latifoliada tropical Umida de encosta. Trata-se de uma
vegetacdo densa exuberante, cuja existéncia esta ligada ao relevo e a umidade. Possui altitude
minima de 658 metros e maxima de 2422 metros. A precipitacdo de chuvas estd por volta de
1500 mm/ano.

Adrianopolis/PR é um municipio situado no Vale da Ribeira, localiza-
se a Sudeste do Estado e pertence a Regido Metropolitana de Curitiba, situada nas
coordenadas de 24°39°26” S e 48°59°28” WO. Sua riqueza natural esta no Parque Estadual das
Lauraceas, possui um clima subtropical imido mesotérmico, verdes quentes com tendéncia de
concentracdo das chuvas (temperatura media superior a 22° C), invernos com geadas pouco
frequentes (temperatura média inferior a 18°C), sem estacdo seca definida (Conde, 1994).

Foram feitas no total trés coletas, uma em cada regido, sendo no
periodo de setembro e outubro de 2002 (Iporanga/SP e Adriandpolis/PR) e julho de 2003
(Piquete/SP). Nas coletas foram levantadas informagfes de localizacdo geogréafica (altitude,
latitude e longitude) através de GPS (Global Positioning System), cujos dados se encontram
detalhados no Apéndice 1. O receptor portatil de sinal de satélite usado foi o GPS (Garmin

Modelo Legendado 79728002) com unidade de recepcdo e antena embutida. O equipamento
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sintoniza satélites simultaneamente com capacidade de medicdo instantdnea em coordenadas
geograficas (latitude/longitude e UTM).

Foram coletados 20 individuos adultos em cada &rea, correspondendo a
um total de 60 acessos para as trés localidades, sendo ainda esse numero determinado pelo
tamanho da populagdo encontrada. Para cada ponto de coleta teve-se também o cuidado de
coletar material de plantas ndo muito préximas.

Foram coletadas aproximadamente 10 folhas jovens de cada planta
para a extragdo de DNA, que foram limpas com gaze Umida e acondicionas em tubos plasticos
do tipo Falcon (50 mL) com silica gel, devidamente identificados e transportados ao
laboratdrio. Amostras das partes aéreas das plantas também foram coletados para o estudo da
composi¢cdo quimica dos 0leos essenciais.

Foi coletado de cada regido material botanico, de preferéncia plantas
adultas em florescimento, para confeccdo de exsicatas que se encontram depositadas no
herbario do Instituto Agronémico de Campinas — IAC, cadastrados sob os numeros IAC
42,949, 42.948, 42.946, 42.945, 42.947, 42.944, 42.943, 42.942, 42.952, 42,951, 42.941 e
42.950 (acessos provenientes de Adrianopolis/PR) e os demais acessos (provenientes de
Iporanga/SP e Piquete/SP) encontram-se em processo de cadastramento no herbério.

A caracterizacdo quanto a fertilidade dos solos dos trés locais de coleta
foi realizada com base na analise quimica de amostras de solos. Essas amostras representam a
camada de até 20 cm de profundidade e coletadas aleatoriamente como recomendado por Raij
et al. (1997). As amostras foram conduzidas ao laboratorio de Analises de Solo do

Departamento de Ciéncias do Solo da FCA/UNESP - Botucatu para analises de micro e
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macronutrientes, cujos resultados estdo detalhados no Apéndice 2 e sdo apresentados de

maneira resumida no Quadro 1 do item resultados e discussao.

Figura 1. Mapa dos estados de Séo Paulo e Parana indicando os locais de coleta dos acessos

de Ocimum selloi Benth. Botucatu — SP, 2004.
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Figura 2. Acessos de Ocimum selloi Benth. Botucatu —SP, 2004.
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5.2. Caracterizacao molecular

A caracterizacdo molecular das trés populagdes de Ocimum selloi foi
conduzida no laboratorio de Genética Molecular do Centro de P&D de Recursos Genéticos

Vegetais do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC).

5.2.1. Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA gendmico, foram utilizadas folhas jovens
sadias, para todos os acessos. As amostras dos tecidos coletados foram trituradas em
almofariz de porcelana na presenga de nitrogénio liquido (N,) e acondicionadas em frascos de
vidro &mbar e conservadas em freezer —80°C.

A extracdo foi feita segundo protocolo CIMMYT (Laboratory
Protocols — CIMMYT Applied Molecular Genetics Laboratory), com algumas modificagdes.
Em um tubo de 2 mL, foi colocado 2 g de tecido moido; em seguida foi adicionado 800 nl de
tampéo de extracdo MATAB pré-aquecido, com 0,2% de mercaptoetanol. Durante uma hora,
0s tubos ficaram em banho-maria (65°C), sendo agitados de 15 em 15 minutos, e em seguida
esfriados a temperatura ambiente. Adicionou-se a seguir, cloroférmio alcool isoamilico (24:1)
até completar o volume do tubo, misturando-se suavemente por 5 minutos. Apos centrifugacéo
a 10.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi separado, e sobre
este, adicionou-se novamente 1 mL de cloroférmio alcool isoamilico (24:1), misturando-se

novamente por 5 minutos. Depois de nova centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos e
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recuperacdo do sobrenadante para outro tubo, adicionou-se 0,8 mL volume de isopropanol
para precipitacdo do DNA. Uma hora apos a adigdo do isopropanol, fez-se nova centrifugagao
a10.000 rpm por 5 minutos, retirando-se o alcool, e observando-se para que o pellet ficasse no
fundo do tubo. Lavou-se com etanol 70% e deixou-se secar por uma hora a temperatura
ambiente (com os tubos virados de cabeca para baixo em cima de um papel toalha) e em

seguida o DNA foi redissolvido em 200 pl de tampéo TE.

5.2.2. Anélise do DNA em gel de agarose

Apos a extracdo dos DNAs, foi feita a quantificacdo dos mesmos em
gel de agarose. Aliquotas de 2 pL da suspensdo final de DNA em TE acrescidos de 10% do
volume de azul de bromofenol, foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%
(feitas em cubas horizontais de acrilico, a temperatura ambiente, durante 1 hora, a 3 volts/cm).
Em seguida o gel foi imerso em solugdo de brometo de etidio (10ug/ul) por 15 minutos, e a
sequir lavado em &gua corrente para retirar o excesso de brometo de etidio no gel. A
quantificacdo foi feita sob luz ultravioleta um transluminador do equipamento da
PHARMACIA BIOTECH/ImageMaster VDS, condicdo em que o brometo de etidio fluoresce
permitindo a distingdo das bandas de DNA, e em seguida foi tirada fotografia com camara

digital FUJI FILM — Thermal Imaging System FTI1-500.
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5.2.3. Polimorfismo de fragmentos de DNA amplificado ao acaso (RAPD)

As reacdes para deteccdo do polimorfismo do DNA amplificado ao
acaso foram realizadas pelo método de PCR (polymerase chain rection — reacdo em cadeia da
polimerase), utilizando-se 22 diferentes primers da Operon Tecnology: OPA18, OPABO3,
OPALO09, OPBO03, OPC08, OPF12, OPGO5, OPH18, OPJ01, OPK1l1l, OPK14, OPK15,
OPLO04, OPX01, OPX03, OPX04, OPX08, OPX17, OPX18, OPX20, OPY20 E OPZ09. As
reacOes de PCR foram realizadas em um volume de 15 ul, sempre no mesmo termociclador
modelo PT-100 do fabricante MJ Research, para evitar efeito de variagdo ambiental devido ao
uso de diferentes aparelhos, conforme relato em literatura, e segundo as condicbes
estabelecidas por Williams et al. (1990) e Welsh & McClelland (1990): uma desnaturacéo
inicial do DNA a 96°C por 4 minutos; esta etapa foi seguida por 45 ciclos de amplificacdo:
94°C (1 min) — desnaturacdo; 35°C (1 min) — pareamento; 72°C (1,5 min) — extensdo. Ao
término dos 45 ciclos, seguiu-se um passo final de extensdo (72°C — 7 min.). Para as reacdes
foram utilizados tubos de polipropileno tipo eppendorf com capacidade para 0,2 mL.

O DNA amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a
1,2% para separacdo dos fragmentos segundo seu peso molecular. A eletroforese foi feita em
cubas horizontais de acrilico, a temperatura ambiente, por duas horas a 3 volts/cm. Como
padrdo de peso molecular das bandas, foi usado o marcador ladder de 250 pares de bases

fornecidos pela GIBCO.
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Apos a eletroforese, os geéis foram corados em solucédo de brometo de
etideo por cerca de 15 minutos, lavados em agua destilada para remocdo de excessos de
brometo de etideo (~10 minutos) e expostos a luz ultravioleta e fotografados com camara

digital FUJI FILM — Thermal Imaging System FTI1-500.

5.2.4. Andlise da distancia genética obtida por RAPD

As bandas dos fragmentos amplificados ao acaso foram avaliadas
como caracteres binarios, por presenca (1) e auséncia (0). A partir desses dados, foi estimado o
grau de similaridade genética entre os acessos dos trés locais amostradas, utilizando-se 0s
coeficientes de similaridade de Dice, calculado pelo programa NTSYS (Numerical Taxonomy
and Systematics, versdao 1.70; Rohlf, 1992). A partir da matriz de similaridade gerada foi
empregado o método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method, Arithematic
Average). Também foi realizada a Analise de Coordenadas Principais (ACP), a partir do
método de Gower (1966).

A diversidade genetica dentro e entre populacbes foi avaliada
utilizando o “Shannon — information index”, conforme descrito por Ashburner et al., (1997) e
apresentada na expressao abaixo:

H= -Zki=j pi LN pi, onde:

H = diversidade de marcas RAPD na populacéo;

k = nimero de marcas RAPD na populacéo;

pi = freqliéncia da i-eésima marca RAPD na populacgéo.
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A diversidade média de RAPD de todas as populagdes (Hpop) € @ média
de H,, que é diversidade de marcas dentro de cada populacdo. Hy: € a diversidade
considerando todas as marcas da area em estudo. A relagéo Hyop / Hior representa a proporgéo
da diversidade encontra dentro das populagdes, e [1- (Hpop / Hior)] € @ proporgéo da diversidade

entre populacdes.

5.3. Caracterizacao da composicédo quimica dos 0leos essenciais

A caracterizacdo da composicdo quimica do Oleo essencial dos
materiais vegetais coletados foram realizadas no Laboratorio de Produtos Naturais do Centro

de P&D de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC).

5.3.1. Extracao dos 6leos essenciais

Ap0s a coleta, as partes aéreas (folhas, caules e inflorescéncias) de
Ocimum selloi foram armazenadas em sacos de papel e secas em estufa com circulacdo de ar e
temperatura controlada de 40°C, por um periodo de 48h.

Os 0leos essenciais foram extraidos por destilacdo por arraste a vapor
em aparelho tipo Moritiz, por um periodo de 1 hora e 30 minutos, e armazenados em frasco

ambar e mantidos no freezer até a analise da composicdo quimica.
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5.3.2. Anélise da composic¢ao quimica dos 6leos essenciais

As andlises da composicdo quimica dos Oleos essenciais foram
conduzidas em cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas (Shimadzu, QP-5000),
operando a 70 eV, injetor split/splitless 1/30, dotado de coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um), hélio como gés de arraste (1,7 mL/min), injetor a 240 °C,
detector a 230 °C e o seguinte programa de temperatura: 50 °C (5 minutos) — 180 °C, 5
°C/min.; 180 °C - 280 °C, 10 °C/min. Os 6leos essenciais foram diluidos em acetato de etila
(P.A. Merck, lote K25488323 837; 0,059 de 6leo/1mL de solvente) e injetado 1uL da solucéo.

A identificacdo dos constituintes quimicos foi efetuada atraves da
analise comparativa dos espectros de massas das substancias com o banco de dados do sistema
CG-EM ( Nist 62.1ib) e literatura (McLafferty e Stauffer, 1989) e indice de retencdo (Adams,
2001).

Os indices de retencdo (IR) das substancias foram obtidos pela co-
injecdo da amostra com uma série homologa de n-alcanos (CgHyo - CosHs,, Sigma — Aldrich,
99%), aplicando-se a equacgédo de Van den Dool e Kratz (Van den Dool & Kratz, 1963).

Os resultados obtidos para cada acesso, das trés populagdes, foram
comparados entre si e submetidos & analise estatistica pelo programa MINITAB™ Statistical
Software Release 13.0 Demo. Além disso, os dados referentes a composicdo quimica dos
6leos essenciais dos acessos das trés localidades, foram analisados em conjunto, utilizando-se
os métodos multivariados da Analise de Componentes Principais (Sneath & Sokal, 1973),
procurando-se agrupar os acessos de acordo com os graus de similaridade, para se verificar a

capacidade discriminatoria de cada componente no processo de formacéo dos agrupamentos.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracterizagdo do solo das regides de coleta

Os solos analisados quimicamente (Quadro 1) foram comparados e
verificou-se que diferiram significativamente quanto a pH e teores de fdsforo, magnésio,
potassio e boro (Quadro 2).

Pelos dados apresentados no Quadro 2 e Apéndice 2 e avaliados a luz
do Boletim 100 (Raij et al., 1997) ndo ha limitacbes de fertilidade nos solos amostrados,
quanto ao teor de nutrientes. Embora algumas diferencas ocorram entre os solos, 0s teores
encontrados para 0s principais nutrientes, de maneira geral, sdo considerados de teor alto.
Apenas o pH do solo amostrado na regido de Piquete, por ser baixo, (pH=4,6), pode causar
indisponibilidade de nutrientes para as plantas (Crocomo et al., 1965; Castro et al., 1987,

Malavolta, 1979).
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Quadro 1. Analise dos solos coletados em Iporanga/SP, Adriandpolis/PR e Piquete/SP nas

profundidades de 0 a 20 cm. Botucatu — SP, 2004.

Amostras | pH M.O. [Presina| H+Al'| K [ Ca [ Mg]| SB |[CTC[V%]| Boro | Cobre | Ferro [Manganég Zinco
cacl | g/dm?® |mg/dm? mmol/dm? mg/dm®

VR 1 57 30 9 18 08 70 7 78 96 81 0,23 1,7 80 15,3 4,8
VR 2 5,0 40 12 34 11 36 9 46 81 57 0,28 1,6 161 55,9 53
VR 3 4,6 40 10 52 15 21 4 26 79 34 0,23 4,1 129 166,6 2,9
VR 4 7,0 74 29 9 3,1 270 16 289 298 97 0,54 11 41 15,0 2,5
VR 5 6,3 49 13 18 1,3 75 24 100 118 85 0,45 2,7 42 56,1 5,0
ADR 1 4,9 42 15 34 49 29 24 58 92 63 0,21 2,4 162 68,2 8,6
ADR 2 5,6 53 89 31 29 88 60 151 182 83 0,25 6,9 344 36,7 7,6
ADR 3 5,4 49 53 26 44 61 30 95 122 78 0,20 4,0 202 59,8 6,4
ADR 4 51 29 47 26 23 37 15 54 80 67 0,16 2,8 126 44,0 15,6
ADR 5 55 20 14 16 33 23 18 45 61 73 0,12 1,9 98 34,3 5,2
PQ1 4,7 30 9 34 39 15 4 23 57 40 0,50 23 210 15,5 6,4
PQ 2 4,8 24 5 36 30 15 9 27 63 43 0,44 1,3 84 10,0 3,5
PQ3 4,9 66 14 42 57 43 11 60 102 59 0,61 15 177 17,8 8,0
PQ 4 4,2 23 6 58 15 15 3 20 78 26 0,41 1,0 102 8,8 9,9
PQ 5 4,4 39 14 47 39 18 5 27 74 36 0,52 1,7 231 11,1 6,1

Onde: VR - Populacédo de Iporanga/SP;
ADR - Populagéo de Adrianépolis/PR;
PQ - Populagdo de Piquete/SP;

M.O. — Matéria Organica;

SB - Soma de bases;
CTC - Capacidade de troca de cation;

V% - Saturagdo por bases;

Quadro 2. Andlise de variancia (% media) dos solos das trés diferentes localidades analisados

quimicamente. Botucatu — SP, 2004.

Arostras|  pH MO. | Presira| H+A K | & | M Boro | Goore | Ferro |Mangands| Zinco
ca | gad | nydnd mol/dn? nydn?®

WR 5722 | 4668 | 146b | 2622 | 15 %4 120b | 0346 228 W6 6.7 4la

ADR 5% BGa | 46 | B6a | 3% 476a 24 | 018 36  1%4a 486  86%

PQ 460 ¥da 960 434a 36 21.2a 64b | 04%a 15 160&% 126da 67

Onde: *Letras diferentes numa mesma linha mostram diferengas significativas com 95% de confianca;

VR - Popula¢do de Iporanga/SP;
ADR - Populacéo de Adriandpolis/PR;
PQ - Populagdo de Piquete/SP;
M.O — Matéria Organica;
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6.2. Composi¢cao quimica dos 6leos essenciais

A composicdo quimica dos 0Oleos essenciais de Ocimum selloi dos
sessenta acessos das trés diferentes localidades (Iporanga/SP, Adriandpolis/PR e Piquete/SP),
estdo apresentados nos Quadros 3,4 e 5.

Foi identificado, para cada local, um nimero variado de componentes
do bleo essencial: acessos da populacdo de Iporanga/SP — 17 componentes (98,8% do dleo
essencial) (Quadro 3); acessos da populacdo de Adriandpolis/PR — 17 componentes (94,8% do
6leo essencial) (Quadro 4); e, acessos da populacdo de Piquete/SP — 22 componentes (97% do
6leo essencial) (Quadro 5).

A analise de variancia (Quadro 6) dos compostos majoritarios (acima
de 5% da proporcdo relativa média) dos 6leos essenciais mostrou efeito significativo em
relacdo a localidade, na proporcao relativa de trans-cariofileno, biciclogermacreno, elimicina e
B-copaen-4-a-ol. Para os demais componentes dos Oleos essenciais as populacGes de
Adriandpolis/PR e Iporanga/SP ndo apresentaram diferencas significativas entre si. Porém,

apresentaram diferencas significativas em relacdo a populagéo de Piquete/SP.



Quadro 3. Composicdo Quimica (% proporcional relativa) do 6leo essencial de 20 acessos d®©cimum selloi Benth., provenientes
de Iporanga/SP. Botucatu - SP, 2004.

Componentes Acessos
VR1 VR2 VR3 VR4 VR5 VR6 VR7 VR8 VR9 VRI10 IKCalc. IK Liter.

trans-p-ocimeno tr tr nc tr nc tr tr tr tr 0,56 1046 1050
v-terpineno tr tr nc tr nc tr tr tr tr 0,46 1057 1062
metilchavicol nc nc nc nc nc nc nc nc nc 26,49 1197 1195
trans-anetol nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1290 1283 1283
a-Copaeno 164 211 171 219 nc 1,71 1,6 191 3,07 2,07 1376 1376
B-bourboneno 1,02 tr tr 1,34 nc 0,65 106 084 1,73 0,99 1385 1384
metileugenol nc tr 16,83 tr nc nc nc 40,83 097 0,63 1403 1401
trans-cariofileno 25 099 270 121 nc 0,73 1,79 134 419 2,05 1419 1418
t-a-bergamoteno 256 167 203 0,9 nc 1,49 1,29 219 380 0,69 1436 1436
germacreno D 7,14 507 648 3,87 tr 3,19 7,70 563 16,52 5,40 1480 1481
B-selineno 1,06 17,04 1053 8,22 11,07 12,23 1332 3,04 238 6,62 1487 1485
biciclogermacreno 166 642 636 3,88 tr 380 6,65 253 464 4,12 1495 1494
(E,E)-a-farneseno 1,47 tr 1,85 0,78 nc 164 142 108 219 119 1508 1508
v-cadineno 131 152 169 117 nc 090 138 126 358 1,86 1523 1524
elimicina 7159 59,97 4493 69,93 74,87 66,97 5494 3349 4853 30,49 1560 1554
espatulenol 198 147 098 188 282 1,17 185 190 212 143 1578 1576
B-copaen-4-a-ol 6,00 374 328 393 566 353 357 292 458 205 1583 1584

Onde: VR - Populagéo de Iporanga/SP; tr — tracos (<0,21 ); nc — ndo consta; IK Calc. - Indice de Kovats calculado;
IK Liter. - Indice de Kovats de literatura.



Continuagédo do Quadro 3.

Componentes Acessos
VR11 VR12 VR13 VR14 VR15 VR16 VR17 VR18 VR19 VR 20 IK Calc. IK Liter.

trans-p-ocimeno tr tr nc nc 035 045 0,27 tr 0,43 tr 1046 1050
v-terpineno tr tr nc nc 0,45 tr tr tr tr tr 1057 1062
metilchavicol 782 3525 nc nc nc nc nc nc nc nc 1197 1195
trans-anetol 196 17,30 nc nc nc nc nc nc nc nc 1283 1283
a-copaeno 195 231 259 244 174 229 262 345 242 211 1376 1376
B-bourboneno 107 08 054 092 074 097 18 2,74 136 1,26 1385 1384
metileugenol 4,51 tr nc tr nc tr 0,22 nc tr 0,44 1403 1401

trans-cariofileno 131 260 059 402 326 351 494 437 532 455 1419 1418
t-a-bergamoteno 0,74 068 0,22 164 tr 167 387 348 311 2,22 1436 1436
germacreno D 312 734 200 663 564 542 973 892 850 8,43 1480 1481
B-selineno 1434 397 10,21 6,02 11,34 10,09 310 262 482 5,04 1487 1485
biciclogermacreno 486 466 283 372 647 518 455 3,17 465 4,65 1495 1494
(E,E)-a-farneseno 0,79 1,77 tr 106 1,13 151 283 1,77 248 2,36 1508 1508

y-cadineno 100 28 07 191 165 175 252 255 236 218 1523 1524
elimicina 50,86 1536 71,99 60,33 61,01 58,49 5223 5491 56,54 58,08 1560 1554
espatulenol 213 178 206 228 140 247 240 257 202 2,09 1578 1576

B-copaen-4-a-ol 362 228 591 903 39 562 560 828 569 5,67 1583 1584




Quadro 4. Composicdo Quimica (% proporcional relativa) do 6leo essencial de 20 acessos d©cimum selloi Benth, proveniente de

Adriandpolis/PR. Botucatu - SP, 2004.

Componentes Acessos
ADR1 ADR2 ADR3 ADR4 ADR5 ADR6 ADR8 ADR9 ADR10 ADRI1l IK Calc. IK Liter.

trans-p-ocimeno 0,84 0,97 0,77 tr tr 1,67 tr 0,15 nc 0,58 1046 1050
v-terpineno nc tr 0,19 tr tr tr tr tr nc tr 1057 1062
metilchavicol nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1197 1195
trans-anetol nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1283 1283
a-copaeno 0,72 2,75 4,16 2,80 3,80 2,64 3,53 3,23 nc 2,84 1376 1376
B-bourboneno tr 1,13 1,21 0,53 0,81 0,79 2,22 0,86 nc 1,14 1385 1384
B-elemeno tr 0,68 0,82 tr tr 0,71 0,65 0,65 nc 0,75 1392 1391
trans-cariofileno 2,98 9,69 4,73 2,48 3,21 11,22 5,47 6,86 nc 9,50 1419 1418
t-a-bergamoteno tr 1,48 tr tr tr tr 3,61 0,45 nc 0,34 1436 1436
germacreno D 6,15 12,18 8,46 2,69 3,75 9,70 7,38 8,16 nc 9,78 1481 1480
B-selineno 4,40 1,09 16,72 14,05 17,48 13,61 9,24 16,03 nc 14,69 1487 1485
biciclogermacreno 2,96 4,02 9,68 5,16 6,26 11,77 5,51 9,29 nc 10,51 1495 1494
(E,E)-a-farneseno tr 6,23 4,48 1,02 1,15 4,12 2,44 2,71 nc 4,20 1508 1508
v-cadineno 1,76 3,15 2,67 1,27 1,60 3,16 2,48 2,40 nc 2,82 1523 1524
elimicina 69,82 46,03 26,09 51,92 41,60 2958 30,21 3150 69,36 25,556 1557 1554
espatulenol 1,74 1,88 5,14 4,37 4,15 2,35 3,89 3,47 nc 3,30 1577 1576
B-copaen-4-a-ol 6,44 5,33 6,03 11,65 14,13 6,00 20,70 10,72 nc 9,76 1583 1584

Onde: ADR - Populagdo de Adriandpolis/PR; tr — tragos da substancia 0,14 ); nc — ndo consta; IK Calc. - Indice de Kovats calculado;

IK Liter. - Indice de Kovats de literatura.



Continuagéo do Quadro 4.

Componentes Acesso
ADR12 ADR13 ADR14 ADR15 ADR16l1 ADR16ll ADR17 ADR18 ADR19 ADR20 IK Calc. IK Liter.

trans-p-ocimeno 0,79 tr tr tr tr tr tr 0,91 0,79 0,64 1046 1050
y-terpineno tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 1057 1062
metilchavicol nc nc nc nc nc 46,01 0,63 nc nc nc 1197 1195
trans-anetol nc nc nc nc nc 26,51 tr nc nc nc 1283 1283
a-copaeno 2,61 3,56 3,85 4,62 3,75 0,86 3,18 2,30 2,17 2,64 1376 1376
B-bourboneno 0,64 1,23 0,97 3,36 0,81 tr 0,61 0,81 0,94 0,81 1385 1384
B-elemeno 0,43 tr tr 0,91 0,67 0,15 tr 0,65 0,64 0,78 1392 1391
trans-cariofileno 5,00 9,67 4,34 4,65 8,00 4,57 5,25 9,57 6,99 7,50 1419 1418
t-a-bergamoteno 0,51 3,75 1,03 0,88 1,47 tr 0,58 1,05 0,89 3,39 1436 1436
germacreno D 6,48 13,46 9,96 9,83 9,04 4,99 471 7,91 8,03 17,92 1481 1480
B-selineno 9,72 11,04 2499 8,80 19,78 2,17 1589 11,31 8,76 2,90 1487 1485

biciclogermacreno 6,40 8,53 11,95 8,20 10,50 3,69 6,61 8,10 6,72 7,28 1495 1494
(E,E)-a-farneseno 2,05 3,32 1,52 3,46 3,12 1,98 1,65 4,05 4,44 0,56 1508 1508

y-cadineno 2,15 3,18 3,60 3,29 3,41 1,92 2,03 2,56 2,53 4,12 1523 1524
elimicina 52,77 19,62 1342 1561 1841 5,69 38,85 41,26 50,67 46,45 1557 1554
espatulenol 2,500 3,44 4,78 9,79 2,45 0,24 2,63 1,43 1,16 0,87 1577 1576

B-copaen-4-a-ol 6,64 13,07 12,69 1561 13,79 0,18 14,9 5,02 2,91 1,21 1583 1584




Quadro 5. Composicdo Quimica (% proporcional relativa) do 6leo essencial de 20 acessos dOcimum selloi Benth., proveniente de
Piquete/SP. Botucatu - SP, 2004.

Componentes Acessos
PQ1 PQ2 PQ3 PQ4 PQ5 PQ6 PQ7 PQ8 PQ9 PQI10 IKCalc. IK Liter.

t-p-ocimeno nc 032 151 089 058 0,30 0,07 nc nc nc 1046 1050
delta elemeno nc 1,20 142 159 214 0,19 tr 0,64 tr tr - 1339
a-copaeno 163 224 194 225 210 260 2,16 224 140 1,67 1376 1376
B-bourboneno 145 165 1,73 228 194 2,00 1,30 148 133 1,24 1385 1384
B-cubebeno 0,50 056 060 0,77 0,74 0,93 0,76 0,7 tr tr 1390 1390
p-elemeno tr 121 103 135 136 0,64 0,75 093 09% 131 1392 1391
metileugenol nc nc tr nc 0,11 tr nc nc nc nc 1403 1401
trans-cariofileno 380 369 326 38 321 422 5,60 464 387 4,13 1419 1418
t-p-bergamotemo 18,00 14,13 16,33 20,57 16,03 16,37 16,73 13,82 12,79 16,67 1437 1436
a-guaiene tr 279 184 287 225 025 2,70 092 101 352 1440 1439
a-humuleno 052 058 061 0,83 0,8 1,21 1,50 0,80 tr 0,70 1453 1454
seycheleno 0,62 048 028 040 036 0,48 0,50 0,64 tr 0,45 1457 1460
allo-aromadendreno 0,96 0,73 035 049 047 0,71 0,62 0,81 tr 0,71 1460 1461
germacreno D 28,56 29,22 1856 26,85 20,61 23,78 2441 32,82 38,65 3432 1480 1483
B-selineno 348 166 063 08 091 296 0,23 3,19 418 113 1487 1485
biciclogermacreno 18,13 1283 6,10 950 8,04 12,18 1185 17,21 1996 16,02 1497 1494
(E,E)-a-farneseno 1,29 58 405 6,05 519 164 6,77 2,77 356 831 1508 1508
7-epi-a-selineno 3,16 0,78 nc nc nc 3,45 nc 3,00 3,07 nc 1517 1517
y-cadineno 208 215 1,75 254 217 222 2,25 240 283 2,59 1523 1524
elimicina 15,04 16,03 3544 11,73 26,57 17,68 1520 8,67 543 541 1558 1554
espatulenol tr 033 03 045 044 0,39 0,20 0,14 tr tr 1577 1576
B-copaen-4-a-ol tr 026 025 035 0,17 0,26 0,16 tr tr tr 1583 1584

Onde: PQ - Populacdo de Piquete/SP; tr — tragos da substancia (<0,04 ); nc — ndo consta; IK Calc. - Indice de Kovats calculado;

IK Liter. - Indice de Kovats de literatura.



Continuagédo do Quadro 5.

Componentes
PQ11 PQ12 PQ13 PQ14 PQ15 PQ16 PQ17 PQ18 PQ19 PQ20 IKCalc. IK Liter.

t-p-ocimeno tr 0,32 0,63 0,05 nc 0,18 0,13 0,46 nc nc 1046 1050
delta elemeno 046 208 168 012 0,11 0,08 tr 0,49 tr 0,68 - 1339
a-copaeno 1,799 212 184 231 225 274 1,24 0,76 154 211 1376 1376
B-bourboneno 1,23 187 178 140 230 1,76 1,24 0,66 09 1,00 1385 1384
B-cubebeno 0,59 0,64 0,6 0,74 0,76 0,98 0,43 0,27 049 0,63 1390 1390
p-elemeno 083 142 116 067 059 0,63 0,37 049 046 0,89 1392 1391
metileugenol nc tr tr 517 357 0,11 tr 5434 556 0,33 1403 1401
trans-cariofileno 308 366 315 416 459 4,69 3,84 157 465 3,89 1419 1418
t-p-bergamotemo 14,77 11,49 13,42 13,76 13,29 1564 14,07 11,24 20,44 13,36 1437 1436
a-guaiene 257 315 232 009 023 0,17 0,14 1,33 0,36 11 1440 1439
a-humuleno 098 061 065 09 0,72 0,82 0,54 0,34 097 1,26 1453 1454
seycheleno 040 034 029 049 0,73 0,79 0,47 0,15 0,52 0,6 1457 1460
allo-aromadendreno 0,46 048 037 063 097 0,75 0,57 0,17 0,62 0,77 1460 1461
germacreno D 23,78 24,92 19,72 2454 26,61 2549 1854 12,22 28,84 31,31 1480 1483
B-selineno 0,34 102 0,78 301 292 298 1,73 042 322 256 1487 1485
biciclogermacreno 896 956 6,98 12,15 16,59 1326 13,10 4,67 1431 1489 1497 1494
(E,E)-a-farneseno 599 6,04 478 133 160 094 1,01 2,57 252 4,49 1508 1508
7-epi-a-selineno nc nc nc 352 3,03 4,00 1,71 nc 3,18 2,25 1517 1517
y-cadineno 193 187 1,74 228 213 261 1,56 1,20 314 254 1523 1524
elimicina 26,26 25,68 3450 21,22 1460 19,09 3795 572 414 6,24 1558 1554
espatulenol 024 037 045 019 031 0,33 0,32 tr tr 0,26 1577 1576
B-copaen-4-a-ol 0,12 tr 0,24 011 0,16 0,14 0,11 tr tr 0,18 1583 1584

42
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Quadro 6. Analise de variancia (% média) dos compostos majoritarios do 0leo essencial de

acessos de Ocimum selloi Benth coletados em trés diferentes locais. Botucatu — SP, 2004.

Compostos Locais

1- VR 2 - ADR 3-PQ

metilchavicol 3,478 a 2,332 a -

trans-anetol 1,608 a 1,328 a -
metileugenol 3,234 a - 3,470 a
trans-cariofileno 2,601c 6,084 a 3,880 b
trans-g-bergamoteno 1,718 b 0,983 b 15,146 a
germacreno D 6,339 b 8,029 b 25,688 a
B-selineno 7,853 a 11,134 a 1,910 b
biciclogermacreno 4,242 c 7,157 b 12,314 a
(E,E)-a-farneseno 1,37Db 2,627 ab 3,837 a
elimicina 54,78 a 36,22 b 17,63 ¢
B-copaen-4-a-ol 4,746 b 8,839 a 0,140 c

Onde: *Letras diferentes numa mesma linha mostram diferencas significativas com 95% de confianca;

VR - Populagdo de Iporanga/SP;

ADR - Populacéo de Adriandpolis/PR;
PQ - Populagdo de Piquete/SP;

(-) — Auséncia da substéncia.

A andlise de Componentes Principais (ACP) aplicados a composicao

quimica do 6leo essencial para 0s onze componentes majoritarios dos sessenta acessos de

Ocimum selloi (Quadros 7, 8 e 9), exprimiu 58,73% da variancia total nos dois primeiros

componentes principais e reproduziu a separacdo dos acessos das trés localidades

(Iporanga/SP, Adriandpolis/PR e Piquete/SP), em quatro grupos: A — Acessos VR10, VR12 e

ADRI16lI; B — Acessos PQ18 e VRS8; C — Acessos PQ1 a PQ17, PQ19 e PQ20; e D — Acessos

VR1 a VR7, VR9, VR11, VR13 a VR20, ADR1 a ADR16l, ADR17 a ADR20 (Figura 3). A

Figura 4 reine os onze compostos majoritarios do Oleo essencial dos sessenta acessos de

Ocimum selloi, cujas coordenadas (x e y) foram fornecidas pelo Circulo de Correlacdo de

Variaveis. A projecdo das variaveis fornecidas pelo circulo de correlacdo de varidveis no
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mesmo grafico da andlise de coordenadas principais (ACP), permite identificar quais delas
foram responsadveis pela discriminacdo dos acessos das trés diferentes regides
(Adrianopolis/PR, Iporanga/SP e Piquete/SP). A separacdo dos sessenta acessos nesses grupos
foi estabelecida a partir dos seguintes componentes majoritarios: grupo A: metilchavicol e
trans-anetol; grupo B: metileugenol; grupo C: germacreno D, trans-a-bergamoteno,
biciclogermacreno e (E,E)-a-farneseno; e grupo D: elimicina, p-selineno, p-copaen-4-a-ol e
trans-cariofileno (Figura 5).

Vieira et al. (2001) por meio dos estudos morfoldgicos, quimicos e
genéticos de doze acessos de Ocimum gratissimum, puderam verificar que 0S acessos
analisados foram divididos em seis grupos distintos (1. timol: a-copaeno , 2. eugenol:
espatulenol, 3. timol: p-cimeno, 4. eugenol:y-muruleno, 5. eugenol:timol:espatulenol e 6.
geraniol) sendo idénticos aos grupos identificados nas observacdes morfoldgicas. As analises
moleculares mostraram trés grupos distintos geneticamente e altamente correlacionados com
0s constituintes volateis.

Ja Mendes (2001) efetuou a caracterizacdo morfo-anatémica,
molecular e da composicdo quimica dos dleos essenciais de 8 formas de Lippia alba (Mill) N.
E. Br.ex Britt & Wilson, e revelou que tanto a caracterizacdo morfo-anatdmica, como a
fitoquimica e a molecular apontaram a presenca de variacdo entre as oito formas de L. alba. A
andlise das principais substancias dos 6leos essenciais permitiu a separacdo das oito formas
em quatro grupos (quimiotipos): A): linalol, 1,8 — cineol e trans -4 - guaieno; B): cénfora,
trans-cariofileno, p - cimeno, canfeno e éxido de cariofileno; C): geranial, acetato de geranila,

/- cedreno, neral e - mirceno; D): germacreno D, carvona e D — limoneno. A caracterizagao
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molecular por meio de marcadores RAPD apresentou concordancia com o agrupamento para
0s 6leos essenciais.

Em nosso estudo, analisando esses agrupamentos obtidos pela analise
de componentes principais (ACP), os locais de origem dos materiais vegetais, bem como a
composi¢do quimica individual do 6leo essencial de Ocimum selloi de cada acesso, pode-se
efetuar as consideracOes a seguir:

i) com excec¢édo do grupo C, os demais agrupamentos (A, B e D) nédo
revelam estruturacdo geografica, sendo formados por acessos coletados no mesmo local, como
por acessos coletados em locais distantes geograficamente;

i) os constituintes quimicos (majoritarios) do 6leo essencial dos
acessos (Quadros 7, 8 e 9) demonstram que o Ocimum selloi tem no seu metabolismo
secundario a presenca de duas vias biossintéticas: a via do chiquimato (ou acido chiquimico) e
a via do mevalonato (ou do acetil co-enzima A);

iii) que os 6leos essenciais dos acessos da populagdo proveniente de
Adrianépolis/PR  apresentaram composi¢do quimica média semelhante, tendo como
substancias majoritarias a elimicina (36%), um fenilpropandide derivado da via metabélica do
acido chiquimico, o B-selineno (12%), B-copaen-4-a-ol (9,3%) e o trans-cariofileno (6%),
todos compostos sesquiterpénicos derivados da via do mevalonato;

iv) que os acessos da populacdo de Ocimum selloi, proveniente de
Iporanga/SP, apresentaram composi¢do quimica media dos 6leos essenciais heterogénea,
compondo dois subgrupos: o primeiro composto pelas mesmas substancias majoritarias dos
acessos de Adriandpolis/PR, sendo estas a elimicina (55%), o B-selineno (8%), B-copaen-4-a-

ol (4,8%) e o trans-cariofileno (3%); e o segundo, correspondendo a 15% dos acessos,
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apresentando, além das substancias anteriormente citadas, outras como metilchavicol (23%),
trans-anetol (10%) e o metileugenol (9%), todas substincias pertencentes a classe dos
fenilpropandides derivados da via metabolica do acido chiquimico;

V) j& os acessos da populacdo provenientes de Piquete/SP,
apresentaram composicdo quimica do Oleo essencial semelhante entre 0s acessos, mas
apresentando substancias majoritérias diferentes das duas outras populagdes (Iporanga/SP e
Adrianépolis/PR), tais como, o germacreno D (26%), o trans-B-bergamoteno (15%), o
biciclogermacreno (12%) e o (E,E)-a-farneseno (3,84%), sendo todas substancias
sesquiterpénicas derivadas da via do mevalonato.

Ao analisar essas questdes, deve-se levar em conta, primeiramente,
que a composicdo quimica dos 6leos essenciais de uma planta é determinado geneticamente,
sendo geralmente especifica para um determinado 6rgdo e caracteristicas para seu estadio de
desenvolvimento (Teuscher, 1990). Além desses fatores, h4 que se considerar as influéncias
das condi¢fes ambientais (temperatura, umidade relativa, duracdo total da exposi¢do ao sol, e
0 regime de ventos) capazes de causar variagdes significativas (Simdes & Spitzer, 2001). Os
materiais vegetais, utilizados no presente estudo, considerados acessos, foram coletados em
diferentes regibes, geralmente localizadas em unidades de conservacdo, em diferentes
condicBes edafo-climéticas. Portanto, ao analisar a composicdo quimica dos 6leos essenciais
dos acessos dos trés locais, deve-se considerar, além dos fatores apontados acima (genética,
ontogenia, ambiente, etc.) que essa é uma caracteristica cujo fenotipo depende da expresséo de
muitos genes e como conseqléncia da interacdo entre eles e o ambiente, sendo esta uma

situacdo onde o ambiente exerce grande influéncia (Nodari & Guerra, 1999).
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Kamada et al. (2000) realizaram um estudo sobre a plasticidade
fenotipica da composicdo quimica do Oleo essencial de O. Basilicum e por meio deste
puderam comprovar que a grande plasticidade fenotipica € uma caracteristica marcante da
espécie O. basilicum, e que a composicdo do 6leo essencial de Ocimum basilicum L. é
extremamente varidvel, sendo que dentro de um mesmo acesso as composi¢oes podem néo ser
homogéneas.

Entretanto, devemos levar ainda em consideracdo, a origem exata
desses acessos de Ocimum selloi das trés diferentes localidades do presente estudo, ja que se
trata de uma espécie nativa do Brasil e de uso popular. Assim os acessos unidos dentro de um
mesmo grupo, revelado pela andlise de componentes principais, poderiam ser plantas
geneticamente idénticas estabelecidas em locais distantes provavelmente levadas pelo préprio
homem ao se deslocar para essas regides. Ou, por outro lado, como relatado por Poser &
Mentz (2001), sdo materiais originados do mesmo ancestral, que no processo evolutivo,
através de mutagdes, sofreu divergéncia quimica, levando a diferengas na producdo de
metabdlitos secundarios, devido a modificagbes nas suas rotas biossintéticas com resposta
adaptativa as condi¢Ges ambientais em que estiveram expostas.

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que a espécie Ocimum
selloi Benth apresenta quatro outros quimiotipos para o 6leo essencial, além do relatado por
Morais et al. (2002), que ao estudarem a composi¢do quimica dos dleos essenciais das
inflorescéncias (flores e sementes) e folhas de Ocimum selloi, coletadas em duas épocas do
ano, oriunda de Botucatu/SP, observaram como componente majoritario, o trans-anetol,

consistindo num outro quimiotipo para a especie.



Quadro 7. Compostos Majoritarios (% da propocdo relativa) do 6leo essencial de 20 acessos d©cimum selloi Benth., provenientes de
Iporanga/SP. Botucatu - SP, 2004.

Acessos Substéancias (%)
metilchavicol t-anetol metileugenol t-cariofileno t-a-bergamoteno germacreno D B-selineno biciclogermacreno (E,E)-a-farneseno elimicina B-copaen-4-a-ol
VR 1 nc nc nc 2,56 2,56 7,14 1,06 1,66 1,47 71,59 6,00
VR 2 nc nc tr 0,99 1,67 5,07 17,04 6,42 tr 59,97 3,74
VR 3 nc nc 16,83 2,70 2,03 6,48 10,53 6,36 1,85 44,93 3,28
VR 4 nc nc tr 1,21 0,96 3,87 8,22 3,88 0,78 69,93 3,93
VR 5 nc nc nc nc nc tr 11,07 tr nc 74,87 5,66
VR 6 nc nc nc 0,73 1,49 3,19 12,23 3,80 1,64 66,97 3,53
VR 7 nc nc nc 1,79 1,29 7,70 13,32 6,65 1,42 54,94 3,57
VR 8 nc nc 40,83 1,34 2,19 5,63 3,04 2,53 1,08 33,49 2,92
VR 9 nc nc 0,97 4,19 3,80 16,52 2,38 4,64 2,19 48,53 4,58
VR 10 26,49 12,90 0,63 2,05 0,69 5,40 6,62 4,12 1,19 30,49 2,05
VR 11 7,82 1,96 4,51 1,31 0,74 3,12 14,34 4,86 0,79 50,86 3,62
VR 12 35,25 17,30 tr 2,60 0,68 7,34 3,97 4,66 1,77 15,36 2,28
VR 13 nc nc nc 0,59 0,22 2 10,21 2,83 tr 71,99 5,91
VR 14 nc nc tr 4,02 1,64 6,63 6,02 3,72 1,06 60,33 9,03
VR 15 nc nc nc 3,26 tr 5,64 11,34 6,47 1,13 61,01 3,95
VR 16 nc nc tr 3,51 1,67 5,42 10,09 5,18 1,51 58,49 5,62
VR 17 nc nc 0,22 4,94 3,87 9,73 3,10 4,55 2,83 52,23 5,60
VR 18 nc nc nc 4,37 3,48 8,92 2,62 3,17 1,77 54,91 8,28
VR 19 nc nc tr 5,32 3,11 8,50 4,82 4,65 2,48 56,54 5,69
VR 20 nc nc 0,44 4,55 2,22 8,43 5,04 4,65 2,36 58,08 5,67
Média 23,19 10,72 9,20 2,74 1,91 6,67 7,85 4,46 1,61 54,78 4,75

Onde: VR - Populagéo de Iporanga/SP; tr — tracos € 0,22); nc — ndo consta.



Quadro 8. Compostos Majoritarios (% da propocdo relativa) do 6leo essencial de 20 acessos d©cimum selloi Benth., provenientes
de Adriandpolis/PR. Botucatu - SP, 2004.

Acessos Substéancias (%)
metilchavicol t-anetol t-cariofileno t-a-bergamotemcgermacreno D B-selineno biciclogermacreno (E,E)-a-farneseno elimicina p-copaen-4-a-ol
ADR 1 nc nc 2,98 tr 6,15 4,40 2,96 tr 69,82 6,44
ADR 2 nc nc 9,69 1,48 12,18 1,09 4,02 6,23 46,03 5,33
ADR 3 nc nc 4,73 tr 8,46 16,72 9,68 4,48 26,09 6,03
ADR 4 nc nc 2,48 tr 2,69 14,05 5,16 1,02 51,92 11,65
ADR 5 nc nc 3,21 tr 3,75 17,48 6,26 1,15 41,60 14,13
ADR 6 nc nc 11,22 tr 9,70 13,61 11,77 4,12 29,58 6,00
ADR 8 nc nc 5,47 3,61 7,38 9,24 5,51 2,44 30,21 20,70
ADR9 nc nc 6,86 0,45 8,16 16,03 9,29 2,71 31,50 10,72
ADR 10 nc nc nc nc nc nc nc nc 69,36 nc
ADR 11 nc nc 9,50 0,34 9,78 14,69 10,51 4,20 25,56 9,76
ADR 12 nc nc 5,00 0,51 6,48 9,72 6,40 2,05 52,77 6,64
ADR 13 nc nc 9,67 3,75 13,46 11,04 8,53 3,32 19,62 13,07
ADR 14 nc nc 4,34 1,03 9,96 24,99 11,95 1,52 13,42 12,69
ADR 15 nc nc 4,65 0,88 9,83 8,80 8,20 3,46 15,61 15,61
ADR 16 1 nc nc 8,00 1,47 9,04 19,78 10,50 3,12 18,41 13,79
ADR 16 11 46,01 26,51 4,57 tr 4,99 2,17 3,69 1,98 5,69 0,18
ADR 17 0,63 tr 5,25 0,58 4,71 15,89 6,61 1,65 38,85 14,9
ADR 18 nc nc 9,57 1,05 7,91 11,31 8,10 4,05 41,26 5,02
ADR 19 nc nc 6,99 0,89 8,03 8,76 6,72 4,44 50,67 2,91
ADR 20 nc nc 7,50 3,39 17,92 2,90 7,28 0,56 46,45 1,21
Média 23,32 26,51 6,40 1,49 8,45 11,72 7,53 2,92 36,22 9,30

Onde: ADR - Populagdo de Adriandpolis/PR; tr — tragos € 0,18); nc — ndo consta.



Quadro 9. Compostos Majoritarios (% da propocdo relativa) do 6leo essencial de 20 acessos d©cimum selloi Benth., provenientes
de Piquete/SP. Botucatu - SP, 2004.

Acessos Substancias (%)
metileugenol t-cariofileno t-B-bergamotemc germacreno D B-selineno biciclogermacreno (E,E)-a-farneseno elimicina p-copaen-4-a-ol
PQ1 nc 3,80 18,00 28,56 3,48 18,13 1,29 15,04 tr
PQ?2 nc 3,69 14,13 29,22 1,66 12,83 5,85 16,03 0,26
PQ3 tr 3,26 16,33 18,56 0,63 6,10 4,05 35,44 0,25
PQ 4 nc 3,89 20,57 26,85 0,85 9,50 6,05 11,73 0,35
PQ5 0,11 3,21 16,03 20,61 0,91 8,04 5,19 26,57 0,17
PQ6 tr 4,22 16,37 23,78 2,96 12,18 1,64 17,68 0,26
PQ7 nc 5,60 16,73 24,41 0,23 11,85 6,77 15,20 0,16
PQ38 nc 4,64 13,82 32,82 3,19 17,21 2,77 8,67 tr
PQ9 nc 3,87 12,79 38,65 4,18 19,96 3,56 5,43 tr
PQ 10 nc 4,13 16,67 34,32 1,13 16,02 8,31 5,41 tr
PQ 11 nc 3,08 14,77 23,78 0,34 8,96 5,99 26,26 0,12
PQ 12 tr 3,66 11,49 24,92 1,02 9,56 6,04 25,68 tr
PQ 13 tr 3,15 13,42 19,72 0,78 6,98 4,78 34,50 0,24
PQ 14 5,17 4,16 13,76 24,54 3,01 12,15 1,33 21,22 0,11
PQ 15 3,57 4,59 13,29 26,61 2,92 16,59 1,60 14,60 0,16
PQ 16 0,11 4,69 15,64 25,49 2,98 13,26 0,94 19,09 0,14
PQ 17 tr 3,84 14,07 18,54 1,73 13,10 1,01 37,95 0,11
PQ 18 54,34 1,57 11,24 12,22 0,42 4,67 2,57 5,72 tr
PQ 19 5,56 4,65 20,44 28,84 3,22 14,31 2,52 4,14 tr
PQ 20 0,33 3,89 13,36 31,31 2,56 14,89 4,49 6,24 0,18
Média 9,88 3,88 15,15 25,69 1,91 12,31 3,84 17,63 0,19

Onde: PQ — Populacdo de Piquete/SP; tr — tragos € 0,11); nc — ndo consta.



Figura 3. Andlise de componentes principais (ACP) aplicados a composi¢do quimica do 6éleo essencial para 0s onze componentes
majoritarios dos 60 acessos de Ocimum selloi Benth . Botucatu — SP, 2004.
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Onde: VR - Populacéo de Iporanga/SP; ADR — Populagdo de Adrianopolis/PR ; PQ — Populacdo de Piquete/SP.



Figura 4. Circulo de Correlagdo de Variaveis (CPA) aplicados a composi¢ao quimica do dleo essencial para 0s onze componentes

majoritarios dos 60 acessos de Ocimum selloi Benth. Botucatu — SP, 2004.
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Onde : 1 — metilchavicol ; 2 — trans-anetol ; 3 — metileugenol ; 4 — trans-cariofileno ; 5 — trans-p-bergamoteno ; 6 — germacreno D ;

7 — B-selineno ; 8 — biciclogermacreno ; 9 — (E,E)-a-farneseno ; 10 — elimicina ; 11 — B-copaen-4-a-ol.



Figura 5. Andlise de componentes principais (ACP) aplicados a composi¢do quimica do 6leo essencial para 0s onze componentes
majoritarios dos 60 acessos de Ocimum selloi Benth e projecéo das variaveis fornecidas pelo Circulo de Correlacdo de Variaveis
(CPA). Botucatu — SP, 2004.
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Onde: VR - Populacédo de Iporanga/SP; ADR - Populagéo de Adriandpolis/PR ; PQ — Populagdo de Piquete/SP;
1 — metilchavicol; 2 — trans-anetol; 3 — metileugenol; 4 — trans-cariofileno; 5 — trans-p-bergamoteno; 6 — germacreno D;
7 — B-selineno; 8 — biciclogermacreno ; 9 — (E,E)-a-farneseno ; 10 — elimicina ; 11 - B-copaen-4-a-ol.
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6.3. Caracterizacao molecular - RAPD

Na caracterizacdo molecular dos sessenta acessos de Ocimum selloi,
via RAPD, foram produzidas um total de 175 bandas nos vinte e dois primers utilizados.
Desse total, 132 bandas (76%) mostraram-se polimorficas para os acessos de Ocimum selloi
provenientes de Iporanga/SP, 131 bandas (75%) para 0S acessos provenientes de
Adrianoépolis/PR e 87 bandas (49%) para 0s acessos provenientes de Piquete/SP, conforme se
observa no Quadro 10.

A Figura 6 mostra a fotografia de um gel de agarose, no qual se
observa os fragmentos RAPD amplificados dos 60 acessos e o ladder (Ld — marcador de peso
molecular de 100 pb) que auxilia na indicacdo do tamanho das bandas. O primer utilizado

nessa figura, foi OPAL09. O exemplo ilustra a ocorréncia de polimorfismo entre os gendtipos

estudados.
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Quadro 10: Numero total de bandas e de bandas polimérficas produzidas por diferentes
primers em reagdes de RAPD para acessos de Ocimum selloi Benth provenientes de trés locais
de coleta. Botucatu — SP, 2004.

Primers Namero Total Numero Bandas Numero Bandas NUmero Bandas

(Operon Bandas Polimorficas p/  Polimérficas p/  Polimérficas p/
Tecnhology) VR ADR PQ
Al18 9 9 8 3
ABO3 12 10 11 3
ALO09 9 5 9 6
B03 7 7 6 6
Co8 5 5 5 2
F12 8 4 6 6
GO05 5 2 3 3
H18 7 1 7 2
Jo1 5 4 4 3
K11 9 7 7 6
K14 11 11 10 6
K15 12 11 10 3
LO4 5 4 1 2
X01 7 6 5 2
X03 11 6 5 3
X04 3 2 3 1
X08 5 4 4 4
X17 7 6 6 6
X18 10 4 3 7
X20 9 8 7 4
Y20 10 9 5 4
Z09 9 7 6 5
TOTAL 175 132 131 87

Onde: VR - Populagéo de Iporanga/SP;
ADR - Populagéo de Adriantpolis/PR;
PQ — Populagdo de Piquete/SP.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Ld.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15161161117 18 19 20 Ld.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Ld.

Figura 6. Gel de agarose (1,2%) ilustrando amplificacBes de fragmentos RAPD de 60 gendtipos de O.
selloi de trés regides de coleta, Iporanga/SP (A), Adriandpolis/PR (B) e Piquete/SP (C). Botucatu — SP,
2004.
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As similaridades genéticas foram obtidas por meio do indice de Dice
(Quadro 11). Com variacdo entre 1,00 e 0,33, a similaridade média nos trés locais amostrados
foram similares para os acessos de VR e ADR (0,77 e 0,73, respectivamente), e para 0s
acessos de PQ foi de 0,85. As maiores similaridades foram encontradas para PQ em relacao a
VR e ADR (0,73; 0,47 e 0,34; respectivamente). Quando comparou-se a divergéncia genetica
média entre os trés locais, observou-se que as mesmas foram similares entre si (0,69 para
VRXADR ; 0,62 para VRxPQ e 0,60 para ADRxPQ). Tais valores revelam uma divergéncia

genética acentuada.

Quadro 11. Valores do indice de similaridade genética de Dice (méaximo, minimo e médio)
encontrado dentro e entre comparagdes dos 60 acessos de Ocimum selloi provenientes de trés
diferentes regides (Adrianopolis/PR, Iporanga/SP e Piquete/SP) baseados em 175 marcadores
RAPD. Botucatu — SP, 2004.

Max Min Med

VR 0,96 0,47 0,77
ADR 1,00 0,34 0,73
PQ 0,99 0,73 0,85

VRXADR 0,98 0,33 0,69
VRXPQ 0,80 0,41 0,62
ADRxPQ 0,79 0,35 0,60

Total 1,00 0,33 0,68

Onde: Max — maximo; VR - Populagéo de Iporanga/SP;
Min — minimo; ADR - Populagdo de Adriandpolis/PR;
Med — média; PQ - Populacéo de Piquete/SP
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A partir da matriz de similaridade genética (Quadro 12) entre 0s
acessos das trés regides (Iporanga/SP, Adriandpolis/PR e Piquete/SP) foi realizada uma
representacdo grafica da dispersdo dos 60 acessos de Ocimum selloi utilizando-se a analise de
coordenadas principais (Figura 7). Da mesma forma, a partir da mesma matriz de similaridade
genetica, foi obtido um dendograma (Figura 8) pelo método de agrupamento hierarquico por
pares de médias aritméticas (UPGMA) (Sneath & Sokal, 1973).

Os trés primeiros eixos da analise de coordenadas principais (eixo 1 =
25,8%, eixo 2 = 10,8% e eixo 3 = 6,8%) acumularam 43,4% da variancia total, revelando
existéncia de estrutura genética. Embora nem toda a variancia acumulada tenha sido explicada,
as coordenadas principais dos eixos 1 e 2 permitiram identificar a separacdo dos acessos das
trés localidades em seis grupos distintos (Figura 7), sendo: grupo A - formado pelos acessos de
Piquete/SP, grupo B e C - formados pelos acessos de Iporanga/SP e grupos D, E e F formados
tanto pelos acessos de Adriandpolis/PR como pelos acessos de Iporanga/SP, refletindo o
mesmo padréo de associacdo observada no dendograma (Figura 8).

Observa-se ainda que, com excegédo dos grupos A, B e C, os demais
agrupamentos (D, E e F) ndo revelam estruturacdo geogréfica, sendo formados por acessos
coletados no mesmo local, como por acessos coletados em diferentes locais. Segundo Gauer
(1999), a distribuicdo geogréfica de uma espécie tem grande influéncia sobre o nivel de
variabilidade genética da mesma. Espécies com ampla distribuicdo geografica, possuem uma
variabilidade genética superior a espécies com distribuicdo restrita. Isso ocorre porque
populacdes de espécies com ampla distribuicdo geografica normalmente sofrem diferentes

pressdes seletivas nos diferentes ambientes que ocupa.
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A menor divergéncia genética entre os acessos das localidades de
Iporanga/SP e Adriandpolis/PR poderia ser explicada pela ocorréncia de fluxo génico entre as
mesmas. Populacbes que se encontram geograficamente prdximas normalmente apresentam
baixa divergéncia genética devido a possibilidade de fluxo génico entre as mesmas (Almeida
et al., 1998).

Vieira et al. (2001) por meio de estudos genéticos (RAPD) de doze
acessos de Ocimum gratissimum, verificaram que entre os 18 primers testados, 6 geraram 32
fragmentos polimorficos nos trés quimiotipos comparados (timol, eugenol e geraniol)
mostrando que os trés grupos eram geneticamente distintos.

J& Mendes (2001) efetuou a caracterizacdo molecular (RAPD) de 8
formas de Lippia alba (Mill) N. E. Br.ex Britt & Wilson, popularmente conhecida como erva-
cidreira ou falsa melissa, utilizada como antiespasmddica, estoméquica, etc., apontando a
presenca de variagdo entre elas. Dos cem primers utilizados, 60 deles revelaram bom perfil de
amplificacdo RAPD, gerando um total de 662 bandas. Destas, 318 (48%) foram consideradas
polimorficas, revelando uma forte estruturacdo genética.

Portanto, os resultados do estudo de diversidade genética das trés
populacdes de Ocimum selloi, realizado através do emprego dos marcadores RAPD, revelaram
uma forte diversidade genética. Em termos de melhoramento genético, o conhecimento da
diversidade genética de uma espécie facilita a escolha de progenitores para 0s cruzamentos, 0s
estudos de heranca, a definicdo de estratégias adequadas de selecdo, 0 mapeamento genético e
a selecdo assistida por marcadores. Todas as acOes relacionadas com a conservacdo genética
também dependem do conhecimento da diversidade genética, onde os marcadores moleculares

sdo ferramentas importantes para sua caracterizacdo e monitoramento. Sendo estes
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devidamente aproveitados para orientar a utilizagdo, conservacdo e o melhoramento genético

da espécie.



Quadro 12. Matriz de Similaridade Genética (Dice) obtida a partir de 175 marcadores RAPD para 0s 60 acessos deO. selloi Benth provenientes de trés localidade. Botuca

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

1 1,00

2 0,67 1,00

3 0,87 0,74 1,00

4 081 082 09 1,00

5 0,74 068 0,70 0,73 1,00

6 069 0,76 0,74 081 0,61 1,00

7 0,77 0,73 082 081 061 082 1,00

8 083 065 080 0,74 065 068 0,77 1,00

9 0,66 062 064 061 075 054 057 059 1,00

10 0,78 069 0,72 0,75 065 068 0,75 083 0,61 1,00

11 090 o069 084 084 074 0770 0,72 080 0,63 0,78 1,00

12 089 o068 083 082 0,74 067 0,70 0,75 0,60 0,73 095 1,00

13 08 o071 081 080 069 071 0,78 0,78 064 081 083 083 1,00

14 083 069 079 0,77 067 070 0,76 0,77 067 085 085 081 086 1,00

15 051 065 057 060 048 065 061 053 047 053 052 049 051 053 1,00

16 087 o071 083 082 0,72 072 0,75 080 066 0,78 089 087 088 086 057 1,00

17 089 o072 086 082 07 0,70 0,76 0,77 065 0,73 089 087 084 082 055 087 1,00

18 0,74 o080 0,74 075 068 0,71 080 0,73 061 0,74 0,71 0,70 082 0,78 0,63 0,76 0,77 1,00

19 092 o069 084 08 0,74 071 0,77 081 066 080 091 088 08 082 055 09 092 0,77 1,00

20 09 o070 08 080 o070 075 084 082 062 080 08 083 091 084 05 089 091 084 092 1,00

21 083 069 081 0,77 o067 0772 075 080 064 0,73 08 080 083 077 05 083 080 076 085 084 1,00

22 083 066 082 075 o067 0770 0,74 080 o067 0,73 079 o077 082 079 053 084 083 078 085 085 092 1,00

23 085 066 079 0,75 068 069 0,72 0,78 063 0,74 082 082 083 079 051 084 0,79 073 085 082 090 0,89 1,00

24 0,73 073 o071 0,73 065 069 0,71 069 061 0,73 072 0,73 082 0,74 054 o078 0,70 080 0,76 0,77 085 085 0,83 1,00

25 081 o068 o080 0,77 066 0772 0,73 0,77 060 0,73 081 080 084 0,78 055 08 0,79 075 084 085 092 09 093 088 1,00

26 083 o065 078 0,75 067 070 0,70 0,77 063 0,75 083 082 084 080 054 087 082 073 086 084 09 091 094 085 09 1,00

27 061 062 058 056 054 052 060 058 053 063 059 056 062 060 053 063 053 062 058 060 060 061 060 070 0,61 0,63 1,00

28 0,67 073 069 0,70 054 068 069 066 051 065 068 065 065 069 071 071 067 067 068 069 073 070 0,72 072 0,76 0,74 065 1,00

29 0,76 o067 07 0,73 063 o067 0,72 071 061 067 0,72 073 076 0,72 060 0775 069 0,72 0774 0,75 082 0,78 080 0,79 081 080 068 0,79 1,00

30 0,76 069 072 0,72 058 0,71 0,74 0,73 057 0,74 0,72 071 081 0,74 057 0778 0,71 076 0,77 0,78 086 080 081 086 084 082 070 071 087 1,00

31 0,73 o074 o071 0,73 061 0,74 0,78 0,73 054 0,73 070 069 080 0,72 062 0,76 0,70 082 0775 0,79 083 080 0,78 09 083 080 0,73 076 083 089 1,00

32 0,73 o070 0,72 0,74 063 073 0,73 0,72 056 0,71 069 069 0,79 0,74 056 0,77 0,71 o076 0,72 0,77 085 083 080 088 08 081 068 075 083 086 090 1,00

33 0,68 063 067 066 053 068 0,74 070 052 068 064 066 0,71 071 063 072 064 072 068 0,73 0,77 075 0775 079 0778 0,75 062 078 081 082 084 085 1,00

34 082 o066 08 0,79 o067 o071 0,71 079 062 0,75 082 083 081 079 053 086 08 071 082 082 091 092 09 08 091 092 060 071 0,79 080 080 086 0,76 1,00

35 0,70 o069 0,70 0,73 057 0,73 0,73 069 062 063 0,70 068 0,74 069 062 0776 068 o071 071 0,75 0,79 0,79 0,78 0,78 082 0,79 065 080 084 082 082 083 084 080 1,00

36 061 o067 058 059 046 054 060 064 045 0,70 060 057 064 069 056 062 061 074 064 064 065 065 065 062 062 063 059 069 055 062 064 058 061 060 057 1,00
37 0,78 069 o076 0,75 064 067 0,73 076 058 0,72 08 0,79 083 080 051 0779 0,75 0,76 080 080 087 081 08 08 08 084 062 071 0777 082 078 079 0,71 081 0,75 0,68
38 0,70 068 069 069 053 063 0,71 074 055 0,72 069 068 069 0,74 060 0771 065 0,71 072 0,70 0,79 0,72 0,78 0,71 0,78 0,74 060 082 0,77 0,76 0,71 071 0,78 0,73 0,75 0,75
39 056 069 053 055 043 052 057 053 047 059 051 047 057 055 052 057 049 064 054 055 060 060 059 062 058 057 054 064 061 061 067 062 061 057 068 0,70
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0,68
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Onde: 1 a 20 - Provenientes de Iporanga/SP; 21 a 41 - Provenientes de Adriandpolis/PR; 42 a 60 - Provenientes de Piquete/SP.
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Figura 7. Representagdo grafica da dispersdo dos 60 acessos de Ocimum selloi Benth definido pela analise de coordenadas principais
(ACP) obtido a partir da matriz de similaridade genética de Dice calculada a partir de 175 marcadores RAPD. Botucatu — SP, 2004.
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Onde : VR - Populacéo de Iporanga/SP; ADR — Populacdo de Adrianopolis/PR; PQ — Populacéo de Piquete/SP.



Figura 8. Dendograma de similaridade entre os 60 acessos de Ocimum selloi Benth obtido a partir da 63
matriz de similaridade genética Dice calculada a partir de 175 marcadores RAPD e agrupados pelo
método UPGMA. Botucatu — SP, 2004.
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Onde: VR - Populagéo de Iporanga/SP; ADR — Populagdo de Adriandpolis/PR; PQ — Populagdo de Piquete/SP.
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6.4. Estudo da diversidade genética dentro e entre populacdes

A diversidade genética da espécie Ocimum selloi Benth. entre e dentro
das populagdes analisadas foi calculada pelo indice de Shannon modificado para analises de

RAPD. Os resultados obtidos estdo apresentados no Quadro 13.

Quadro 13. Diversidade genética entre e dentro de popula¢cdes de Ocimum selloi Benth.

calculada pelo indice de Shannon (H,). Botucatu — SP. 2004.

Diversidade dentro de populacdes *

Iporanga — SP (VR) Adriandpolis — PR (ADR) Piquete — SP (PQ) Hpop
0,308 0,317 0,237 0,287

Hiot = 0,304 Variabilidade dentro (Hpop / Hior) = 0,287/0,304=0,94
Variabilidade entre [1- (Hyop / Hiot)]= 1-0,94=0,06

H= -Zle- piln pi onde H = diversidade de marcas RAPD na populagdo; k = nimero de marcas RAPD na

populacédo; pi = freqiiéncia da i-ésima marca RAPD na populagdo. A média de H é a diversidade de marcas
RAPD dentro da populagéo (H,). Hyop € @ média de H,. Hy; é a diversidade considerando todas as marcas das

populagOes da area em estudo.

A diversidade genética media dentro das populages (Hpop) foi de
0,287 e a diversidade calculada entre as populacdes estudadas (Hi:) foi 0,304. A proporcéo da
diversidade dentro das populacdes foi de 0,94 (94%) obtida pela razéo entre Hpop/Hior,
enquanto que a diversidade entre as populagoes [1- (Hpop / Hior)] Obteve valor igual a 0,06

(6%). Assim, a diversidade dentro das populacdes foi maior que entre as populagdes.
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A variabilidade detectada dentro das populagGes estudadas de
Ocimum selloi deve estar relacionada a alguma caracteristica desta espécie, como por
exemplo, seu sistema de cruzamento (fecundacdo cruzada). Segundo Gauer (1999), o sistema
de cruzamento de cada espécie apresenta um efeito marcante na composicao genética de suas
populacdes. Espécies de fecundacdo cruzada possuem, em geral, uma alta variabilidade, suas
populacdes normalmente tém um alto polimorfismo interno, mas uma baixa divergéncia entre
populacdes, quando ha fluxo génico entre as mesmas. Assim, a maior parte de variabilidade se
concentra dentro das populagdes.

Varios autores tém estudado a variabilidade genética em populacbes
de diferentes espécies. Bertoni (2003) em estudo com populagdes naturais da espécie
medicinal, bolsa-de-pastor (Zeyheria montana Mart., Bignoniaceae), usando o indice de
Shannon, obteve valores similares com os encontrados para Ocimum selloi. A variabilidade
dentro e entre populagdes foi 90,5% e 9,5%, respectivamente.

Wolff et al., (1997) em estudo com a espécie Alkanna orientalis,
obteve através do Indice de Shannon, variabilidade intrapopulacional de 62% e
interpopulacional de 38%. Valores semelhantes foram encontrados por Monaghan et al.,
(1996) em Tylosema esculentum, com valores de 84,6% e 15,4% para as variabilidades intra e
interpopulaces, respectivamente.

Em concordancia com a baixa variabilidade entre populagdes, Ohashi
et al., (1992), obteve valores que concordam com o0s autores anteriormente citados. Estudando
variacdo genética entre populacdes de Euterpe oleraceae Mart., a partir de caracteres
quantitativos, encontraram pequena variacdo genética entre e grande variacdo dentro de

populagdes.
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A maior variagao genética dentro da populacéo indica que a estratégia
de conservacao genética deve priorizar a amostragem dentro das populagdes (Siqueira et al.,
2000). Assim, a alta variabilidade genética verificada dentro das populagdes de Ocimum selloi
Benth., indica a necessidade de coletas de maior numero de individuos dentro de cada
populacdo para representar a variabilidade existente na espécie. Por outro lado, quando se
pensa na conservacdo “in situ” da espécie, j& que segundo Vieira (1999), no Brasil, a
conservacdo de germoplasma de plantas medicinais esta focalizada em trés pontos: estudos
etnobotanicos, coleta e caracterizacdo de germoplasma e conservagdo “in situ”, a alta
variabilidade genética intrapopulacional implicard na manutencéo de populagbes com nimero

grande de individuos e na preservacdo da espécie como um todo.

6.5. Consideracdes finais

Tanto a caracterizagdo molecular, como da composi¢do quimica dos
6leos essenciais apontaram a presenca de variagdes entre 0s acessos das trés populacdes de
Ocimum selloi Benth.

Considerando-se que os metabolitos secundarios sofrem influéncias
de fatores ambientais, dentre outros, prople-se estudos futuros com a espécie, através do
monitoramento de sua composic¢ao quimica em condi¢des edafoclimaticos diferentes daqueles
de seu habitat natural.

Em termos de melhoramento genético, o conhecimento da diversidade
genética de uma espécie facilita a escolha de progenitores para futuros cruzamentos e estudos

de heranca. Portanto, também seriam necessarios estudos, sobre heranca genética e viabilidade
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de futuros cruzamentos da mesma, para orientar se as divergéncias encontradas (composicao
quimica e diversidade genética) seriam a nivel ambiental ou genético, para futuros programas

de melhoramento genético da espécie com fins econémicos e para a preservacao da espécie.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

- A técnica de marcadores RAPD mostrou ser uma ferramenta
adequada para analisar a variabilidade genética em acessos de Ocimum selloi Benth.;

- A caracteriza¢do da composicdo quimica dos Gleos essenciais dos
acessos das trés populagdes naturais, demonstrou que o Ocimum selloi tem no seu
metabolismo secundario a presenca de duas vias biossintéticas: a via do chiquimato (ou &cido
chiquimico) e a via do mevalonato (ou do acetil co-enzima A);

- A variabilidade genética de Ocimum selloi, por meio de marcadores
RAPD, em acessos coletados nas trés populacfes naturais dos estados de Sdo Paulo e Parana,
revelaram uma forte diversidade genética;

- A espécie mostra um padrdo de isolamento por distancia, isto &,

populacdes mais proximas geograficamente apresentaram maior similaridade genética;
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- Houve concordancia entre a caracterizagédo fitoquimica e molecular
na separacdo dos sessenta acessos de Ocimum selloi, sendo formados 4 grupos (quimiotipos):
grupo A: metilchavicol e trans-anetol; grupo B: metileugenol; grupo C: germacreno D, trans-
a-bergamoteno, biciclogermacreno e (E,E)-a-farneseno; e grupo D: elimicina, B-selineno, B-
copaen-4-a-ol e trans-cariofileno.

- Portanto, conclui-se assim, que os resultados do estudo de
diversidade genética por meio dos marcadores RAPD, cujo conhecimento, associado aos
dados da composicdo quimica dos 6leos essenciais (quimiotaxonomia), pode ser devidamente

aproveitado para orientar na utilizagdo, conservagdo e no melhoramento genético da espécie.
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Apéndice 1. Relagdo das coordenadas (latitude e longitude) e altitude de todos o0s acessos
coletados de Ocimum selloi Benth. Botucatu-SP, 2003.

Populagdo Acesso Latitude Longitude Altitude (m)
VR 1 S24°34"47,6" | WO 48° 37'50,6" 105
Iporanga/SP VR 2 S24°34'34,0" | WO 48°37' 31,5" 104
VR 3 S24°34'28,1" | WO 48° 37' 27,8" 104
VR 4 S24°34'25,0" | WO 48° 37' 27,8" 195
VR 5 S24°34'23,0" | WO 48°37' 24,6" 182
VR 6 S24°34'21,4" | WO 48° 37' 22,8" 208
VR 7 S24°34'17,9" | WO 48° 37' 20,2" 190
VR 8 S 24°34' 14,2" WO 48° 37' 16,2" 215
VR 9 S 24°34' 10,7" WO 48° 37' 14,0" 244
VR 10 S24°34'09,4" | WO 48°37'12,2" 208
VR 11 S24°34'08,2" | WO 48°37'10,5" 213
VR 12 S24°34'06,3" | WO 48°37'10,3" 202
VR 13 S24°33'45,4" | WO 48° 40" 16,0" 175
VR 14 S 24°33' 35,7" WO 48°40' 32,8" 220
VR 15 S24°33'36,7" | WO 48° 40" 32,5" 217
VR 16 S24°33'37,1" | WO 48° 40" 32,6" 221
VR 17 S24°33'26,5" | WO 48° 40" 34,8" 204
VR 18 S 24°33'26,5" | WO 48°40' 35,5" 208
VR 19 S 24°33'26,5" | WO 48°40' 36,0" 208
VR 20 S24°33'25,9" | WO 48°40' 36,4" 208
PQ 01 S 22°36'26,9" | WO 45°14' 03,6" 875
Piquete/SP PQ 02 S 22°36'25,5" | WO 45°14'09,0" 875
PQ 03 S 22°36'25,5" | WO 45°14'09,0" 875
PQ 04 S 22°36'25,5" | WO 45°14'09,0" 875
PQ 05 S 22°36'25,2" | WO 45°14'09,0" 887
PQ 06 S 22°36'25,5" | WO 45°14'09,8" 887
PQ 07 S22°36'22,0" | WO 45° 14" 14,0" 890
PQ 08 S22°36'23,5" | WO 45°14' 146" 959
PQ 09 S22°36'23,3" | WO 45°14' 148" 956
PQ 10 S22°36'23,3" | WO 45°14' 147" 958
PQ 11 S22°36'23,3" | WO 45°14' 147" 958
PQ 12 S22°36'26,1" | WO 45°14'(09,1" 938
PQ 13 S 22°36'26,3" | WO 45°14'08,8" 948
PQ 14 S$22°36'29,9" | WO 45°13'59,1" 918
PQ 15 S$22°36'29,9" | WO 45°13'59,1" 918
PQ 16 S$22°36'30,2" | WO 45°13'57,4" 901
PQ 17 S 22°36'30,5" | WO 45°13' 56,9" 912
PQ 18 S 22°36'30,8" | WO 45°13'57,5" 873
PQ 19 S$22°36'37,3" | WO 45°13'53,9" 891
PQ 20 S$22°36'44,2" | WO 45°13'50,4" 869




Continuagdo do Apéndice 1.

Adrianopolis/PR|

ADR 1 S24°42'17,1" | WO 48°50' 24,7" 180
ADR 2 S24°42'16,9" | WO 48°50' 24,7" 199
ADR 3 S24°42'18,6" | WO 48°50' 26,3" 201
ADR 4 S24°42'38,1" | WO 48°50' 38,0" 264
ADR 5 S24°42'37,8" | WO 48°50' 37,9" 274
ADR 6 S24°42'37,6" | WO 48°50' 37,5" 280
ADR 7 S24°42'37,2" | WO 48°50' 37,3" 292
ADR 8 S24°42'37,3" | WO 48°50' 37,3" 283
ADR 9 S 24°42'36,7" | WO 48°50' 37,0" 291
ADR 10 S24°42'36,8" | WO 48°50' 36,3" 280
ADR 11 S24°42'36,7" | WO 48°50' 37,3" 284
ADR 12 S 24°42'36,6" | WO 48°50' 37,4" 282
ADR 13 S 24°42'36,7" | WO 48°50' 37,1" 284
ADR 14 S24°42'36,7" | WO 48°50' 37,1" 278
ADR 15 S24°42'36,7" | WO 48°50' 36,5" 263
ADR 161 | S24°42'06,9" [ WO 48°50' 24,5" 170
ADR16 11| S24°42'06,9" [ WO 48°50'24,5" 170
ADR 17 S24°42'07,0" | WO 48°50' 24,5" 172
ADR 18 S24°42'06,9" | WO 48°50' 24,5" 164
ADR 19 S24°42'03,6" | WO 48°50' 23,6" 165
ADR 20 S24°42'03,6" | WO 48°50' 23,6" 157
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Apéndice 2. Andlise dos solos coletados em Iporanga/SP, Adriandpolis/PR e Piquete/SP nas

profundidades de 0 a 20 cm. Botucatu — SP, 2004.



LABORATORIO DE FERTILIDADE DO SOLO
# RESULTADOS DE ANALISE DE SOLO #

INTERESSADO: Roselaine Facanali
PROCEDENCIA: DPV - Horticultura / Prof. Lin

AMOSTRA(S) BORO COBRE FERRO MANGANES ZINCO
Labor. Int, ———— mg/dm3 === ===
LP 41 1 0,23 1,7 80 15,3 4,8
LP 42 2 0,28 1,6 161 55,9 5,3
LP 43 3 0,23 4,1 129 166,6 2,9
LP 44 4 0,54 1,1 41 15,0 2,5
LP 45 5 0,45 2,7 42 56,1 5,0
Botucatu, 02 de outubro de 2003  Prof. Dr. Leonardo Theodoro Bill Prof. Dr. Dirceu M. Fernandes
Responsavel Responsavel
Classe B Cu Fe Mn Zn
Agua quente DTPA DTPA DTPA DTPA
IIIIIIIII _ _ _ _ mg/dm3 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __
Baixo 0,0 - 0,20 0,0 - 0,2 0O - 4 0,0 - 1,2 0,0 - 0,5
Médio 0,212 - 0,60 0,3 - 0,8 5 -12 1,3 - 5,0 0,6 - 1,2
Alto >0,60 >0,8 >12 >5,0 >1,2




HH#
HH#
Hat
HH#H
HH#

H##H
HHH
T
T
H##H
HH#H
T
T
HH#H
HH#H
i
T
H##H
HHH
i
T
H##H
HHH
T
T
H##H
HHH

HH#
HH#
feeeats
HHH#
HH#

H##H
HHH
T
Eaais
H##H
HHH
T
Esals
H##H
HHH
i
T
H##H
HHH
T
T
H##H
HHH
T
T
H##H
HHH

67
68
69
70
71

77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

#REF!
H#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

H#REF!
#REF!
#REF!
H#REF!
H#REF!
#REF!
#REF!
H#REF!
H#REF!
#REF!
#REF!
H#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
H#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
H#REF!
#REF!
#REF!



T
T
HHH
T
T
T
HHH
T
Eaars
T
HHH
T
T
T
HHH
i
T
T

T
T
HHH
T
Eaals
T
HHH
T
Esars
T
HHH
T
Esals
T
HHH
i
T
T

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!

#REF!
H#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
H#REF!
#REF!
#REF!
#REF!
H#REF!
H#REF!
#REF!
#REF!
H#REF!
#REF!



LABORATORIO DE FERTILIDADE DO SOLO

# RESULTADOS DE ANALISE DE SOLO #

INTERESSADO: Roselaine Facanali
PROCEDENCIA: DPV - Horticultura / Prof. Lin
AMOSTRA(S) pH M.O. Presina AI®"  H+AI K Ca Mg SB CTC V% S
Labor. Int. CaCl, g/dm®* mg/dm® ----"~-- -~ - - —————~ mmol /dm® - - - - - - - - - - - — -
LP 41 1 5,7 30 9 - 18 0,8 70 7 78 96 81 -
LP 42 2 5,0 40 12 - 34 1,1 36 9 46 81 57 -
LP 43 3 4,6 40 10 -—= 52 1,5 21 4 26 79 34 -—=
LP 44 4 7,0 74 29 - 9 3,1 270 16 289 298 97 -
LP 45 5 6,3 49 13 - 18 1,3 75 24 100 118 85 -
Botucatu, 30 de setembro de 2002 Prof. Dr. Leonardo T. BullProf. Dr. Dirceu M. Fernandes
Responséavel Co-Responsavel
Classe P resina Al 5-S042 K Ca Mg pH V% Metodologia
Floresta Perenes Anuais Hortalicas Ca(H2P0O4)2 CaCl2
M.Baixo 0-2 0-5 0-6 0-10 0,0-0,7 Até - 4,2 0-25 De acordo com o BT
Baixo 3-5 6-12 7-15 10-25 <5 0-408-1t 0-3 0-4 44-5,(26-5081do IAC (P, K, Ca,
Médio 6-10 13-30 16-40 25-60 5-1016-3,C 4-7 5-8 51-5E51-70Mg)- Extragdo pela
Alto 10-20 31-60 41-80 61-120 >5 >10 3,1-6, >7 >8 5,6-6,71-90resina trocadora de
M. Alto  >20 >60 >80 >120 >6,0 >6,0 >90 ions.




LABORATORIO DE FERTILIDADE DO SOLO

# RESULTADOS DE ANALISE DE SOLO #
INTERESSADO: Roselaine Facanali

PROCEDENCIA: DPV - Horticultura /7 Prof. Lin

AMOSTRA(S)  pH M.0. Precima AIS H+AI K Ca Mg SBCIC V% S
Labor. Int. CaCl, g/dm®* mg/dm® - - - -—- -—-----——————— - mmol./dm® - - - - - --——--—-
LX 71 1 4,9 42 15 -——= 34 4,9 29 24 58 92 63 -——=
LX 72 2 5,6 53 89 -—- 31 2,9 88 60 151 182 83 -—-
LX 73 3 5,4 49 53 -—— 26 4,4 61 30 95 122 78 -——
LX 74 4 5,1 29 47 -—- 26 2,3 37 15 54 80 67 -—
LX 75 5 5,5 20 14 -——= 16 3,3 23 18 45 61 73 -——=
Botucatu, 14 de novembro de 2002 Prof. Dr. Leonardo T. Bull Prof. Dr. Dirceu M. Fernandes
Responsavel Co-Responsavel
Classe P resina Al S-S042- K Ca Mg pH V% Metodologia
Florestais Perenes Anuais  Hortalicas Ca(H2P04)2 CaCl2
M. Baixo 0-2 0-5 0-6 0-10 0,0-0,7 Até - 4,3 0-25 De acordo com o0 BT
Baixo 3-5 6-12 7-15 10-25 <5 0-4 0,8-1,5 0-3 0-4 4,4-5,0 26-50 81do IAC (P, K, Ca,
Médio 6-10 13-30 16-40 25-60 5-10 16-30 4-7 5-8 51-55 51-70 Mg)- Extracdo pela
Alto 10 - 20 31-60 41 - 80 61-120 >5 >10 3,1-6,0 >7 >8 5,6-6,0 71-90 resina trocadora de
M. Alto > 20 >60 >80 >120 >6,0 >6,0 >90 fons.




LABORATORIO DE FERTILIDADE DO SOLO
# RESULTADOS DE ANALISE DE SOLO #

INTERESSADO: Roselaine Facanali
PROCEDENCIA: DPV - Horticultura / Prof. Lin

AMOSTRA(S) BORO COBRE FERRO MANGANES ZINCO
Labor. Int. mg/dm3 === === m o
LX 71 1 0,21 2,4 162 68,2 8,6
LX 72 2 0,25 6,9 344 36,7 7,6
LX 73 3 0,20 4,0 202 59,8 6,4
LX 74 4 0,16 2,8 126 44,0 15,6
LX 75 5 0,12 1,9 98 34,3 5,2
Botucatu, 14 de novembro de 2003 Prof. Dr. Leonardo Theodoro Biill Prof. Dr. Dirceu M. Fernandes
Responsavel Responsavel
Classe B Cu Fe Mn Zn
Agua quente DTPA DTPA DTPA DTPA
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII mg/dm3 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ___
Baixo 0,0 - 0,20 0,0 - 0,2 0- 4 0,0 - 1,2 0,0 - 0,5
Médio 0,21 - 0,60 0,3 - 0,8 5 - 12 1,3 - 5,0 0,6 - 1,2
Alto >0,60 >0,8 >12 >5,0 >1,2

H#Hit#H HH# 67 #REF! #REF! #REF! #REF! #REF!
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LABORATORIO DE FERTILIDADE DO SOLO

# RESULTADOS DE ANALISE DE SOLO #
INTERESSADO: Roselaine Facanali
PROCEDENCIA: DPV - Horticultura /7 Prof. Lin

AMOSTRA(S) PH  M.O0. Precira AIST H+AI K Ca

Mg SB___CIC V% s

Labor. Int. cCaCl, g/dm® mg/dm®--—-—-—- -—-—----———————~ mmol./dm® - - - - ------——-
QD 74 1 4,7 30 9 - 34 3,9 15 4 23 57 40 -———
QD 75 2 4,8 24 5 -—= 36 3,0 15 9 27 63 43 -—=
QD 76 3 4,9 66 14 -— 42 5,7 43 11 60 102 59 -
QD 77 4 4,2 23 6 —-——- 58 1,5 15 3 20 78 26 -—
QD 78 5 4.4 39 14 -——= 47 3,9 18 5 27 74 36 -
Botucatu, 19 de setembro de 2003 Prof. Dr. Leonardo T. Bull Prof. Dr. Dirceu M. Fernandes
Responsavel Co-Responsavel
Classe P resina Al S-S042- K Ca Mg pH V% Metodologia
Florestais Perenes Anuais  Hortalicas Ca(H2P0O4)2 CaCl2
M. Baixo 0-2 0-5 0-6 0-10 0,0-0,7 Até - 4,3 0-25 De acordo com o BT
Baixo 3-5 6-12 7-15 10-25 <5 0-4 0,8-1,5 0-3 0-4 4,4-5,0 26-50 81do IAC (P, K, Ca,
Médio 6-10 13-30 16-40 25-60 5-10 16-3,0 4-7 5-8 51-55 51-70 Mg)- Extracio pela
Alto 10 - 20 31-60 41 - 80 61 -120 >5 >10 3,1-6,0 >7 >8 5,6-6,0 71-90 resina trocadora de
M. Alto > 20 >60 >80 >120 >6,0 >6,0 >90 jons.




LABORATORIO DE FERTILIDADE DO SOLO
# RESULTADOS DE ANALISE DE SOLO #

INTERESSADO: Roselaine Facanali
PROCEDENCIA: DPV - Horticultura / Prof. Lin

AMOSTRA(S) BORO COBRE FERRO MANGANES ZINCO
Labor. Int. mg/dm3 === === m o
QD 74 1 0,50 2,3 210 15,5 6,4
QD 75 2 0,44 1,3 84 10,0 3,5
QD 76 3 0,61 1,5 177 17,8 8,0
QDb 77 4 0,41 1,0 102 8,8 9,9
QD 78 5 0,52 1,7 231 11,1 6,1
Botucatu, 30 de setembro de 2003 Prof. Dr. Leonardo Theodoro Biill Prof. Dr. Dirceu M. Fernandes
Responsavel Responsavel
Classe B Cu Fe Mn Zn
Agua quente DTPA DTPA DTPA DTPA
IIIIIIIIIIIIIIIII mg/am3 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ oo oo
Baixo 0,0 - 0,20 0,0 - 0,2 0O - 4 0,0 - 1,2 0,0 - 0,5
Médio 0,21 - 0,60 0,3 -10,8 5 -12 1,3 - 5,0 0,6 - 1,2
Alto >0,60 >0,8 >12 >5,0 >1,2
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