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RESUMO GERAL

O objetivo desse trabalho foi caracterizar a morfologia e a producao, teor, composi¢do quimica e
atividade bioativa de 6leos essenciais de Lippia bromleyana, Lippia lasiocalycina, Lippia insignis e
Lippia thymoides, espécies endémicas do semiarido baiano. As espécies foram cultivadas na
Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), na
cidade de Feira de Santana — Bahia. Os 6leos essenciais foram extraidos de folhas e inflorescéncias
secas, por meio da hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger e a composi¢do quimica determinada
por CG/EM e CG/DIC. Foram realizadas caracteriza¢cGes morfoldgicas quantitativas e qualitativas,
além da caracterizagdo agrondmica. A anatomia foliar, tipos e frequéncia de tricomas foram
observados em microscopio de luz binocular e eletrénico de varredura. A atividade antioxidante foi
avaliada pela capacidade das substéncias presentes na amostra captarem o radical livre DPPH,
utilizando cinco concentracdes dos 6leos essenciais (2, 6, 10, 14 e 18 mg mL™) e a atividade
antifungica pelo crescimento miceliano in vitro, testando cinco concentragfes do 0Oleo essencial
(0,25, 0,50, 0,75, 1,0 e 1,25 pL mL™). Nas condices em que foi realizado o estudo, pode-se
concluir que existem diferengas morfologicas entre as espécies em todas as caracteristicas
avaliadas, com excecdo apenas para 0 numero de flores por inflorescéncia; existem diferencas
agrondmicas para todos os caracteres avaliados, sendo que L. lasiocalycina se destacou em relacao
a variavel rendimento de 6leo, enquanto que L. insignis e L. thymoides em relacdo ao teor de 0Oleo
essencial; foram identificados seis tipos de tricomas glandulares uni, bi e tetracelular e trés tipos de
tricomas tectores; a espécie L. bromleyana apresenta como diferencial anatbmico auséncia de
tricomas tectores na face abaxial, L. thymoides possui tricomas glandulares com contornos
irregulares em ambas as faces, distinguindo-a das demais espécies; a frequéncia de tricomas tectores
na face abaxial € superior nas espécies L. insignis e L. lasiocalycina, as quais sdo mais semelhantes
anatomicamente; 0s compostos majoritarios encontrados nas amostras dos 0leos essenciais de L.
bromleyana, L. lasiocalycina L. insignis e L. thymoides foram: éxido de piperitona e limoneno; E-
ocimenona, mircenona, mirceno, B-mirceno e p-cimeno; timol, mircenona e E-ocimenona; f-
cariofileno e germacreno D, respectivamente; L. insignis e L. bromleyana se destacaram em relacao

a atividade antioxidante e antiflngica, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais e aromaticas, Metabdlitos secundarios, VVerbenaceae,
Atividade antioxidante, Atividade antifingica.



GENERAL ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the morphology, production, content, chemical
composition and bioactive activity of essential oils of Lippia bromleyana, Lippia lasiocalycina,
Lippia insignis and Lippia thymoides, endemic species of the Bahia semi-arid. The species were
grown in the Experimental Station Horto Florestal State University of Feira de Santana (UEFS) in
the city of Feira de Santana - Bahia. The essential oils are extracted from dry leaves and
inflorescences, by hydrodistillation in Clevenger apparatus, and chemical composition was
determined by GC/MS and GC/FID. Were carried out quantitative and qualitative morphological
characterizations, in addition to agronomic characterization. The leaf anatomy, types and frequency
of hair were observed in binocular microscope and electronic scanning light. The antioxidant
activity was assessed by the ability of the substances present in the sample capture the free radical
DPPH, using five concentrations of essential oils (2, 6, 10, 14 and 18 mg mL") and the antifungal
activity by mycelium growth in vitro testing five essential oil concentrations (0.25, 0.50, 0.75, 1.0
and 1.25 pL mL™). In conditions where the study was conducted, it can be concluded that there are
morphological differences between species in all traits, except only the number of flowers per
inflorescence; there agronomic differences for all traits with L. lasiocalycina stood out in relation to
the variable oil yield, while L. insignis and L. thymoides regarding the essential oil content; were
identified six types of glandular trichomes one, two and tetracelular and three types of trichomes;
the species L. bromleyana presents as differential anatomical absence of trichomes on the abaxial
surface; L. thymoides has glandular trichomes with irregular contours on both sides, distinguishing
it from other species; the frequency of trichomes on the abaxial surface is higher in species L.
insignis and L. lasiocalycina, which are more anatomically similar; the major compounds found in
the samples of essential oils of L. bromleyana, L. lasiocalycina, L. insignis and L. thymoides were
piperitone oxide and limonene; E-ocimenona, myrcenone, myrcene, p-myrcene and p-cymene;
thymol, myrcenone and E-ocimenona; and p-caryophyllene, germacrene D, respectively; L. insignis

and L. bromleyana stood out in relation to the antioxidant and antifungal activity, respectively.

KEYWORDS: Medicinal and aromatic plants, Secondary Metabolites, Verbenaceae, Antioxidant
Activity, Antifungal Activity.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil abriga a maior biodiversidade do mundo, com mais de 56.000 espécies vegetais,
possui uma das floras mais ricas — quase 19% da flora mundial (GIULIETTI et al., 2005). A regido
nordeste apresenta rica variacdo de tipos vegetacionais, representada pela diversidade de espécies
nativas com potencial alimenticio, forrageiro, medicinal, ornamental e para industria de fibras e
6leos (RAMOS et al., 2008). O Estado da Bahia tem ampla diversidade ambiental, incluindo a
regido semiarida que acolhe grande biodiversidade vegetal, abrangendo muitas espécies medicinais.

Com a crescente demanda por produtos naturais de origem vegetal tem crescido também a
pressdo das atividades humanas sobre 0 meio ambiente. A exploragdo direta de plantas de uso
medicinal da flora nativa, por meio da extracdo diretamente dos ecossistemas tropicais, tem levado
a reducdes drasticas das populacdes naturais de inimeras especies, colocando em risco a flora
medicinal e a possibilidade de descoberta de novos farmacos (CASTRO et al., 2004). Skorupa e
Vieira (2005) indicam que o grande paradigma atual é a conciliagdo do atendimento as necessidades
humanas associadas ao uso sustentavel dos recursos vegetais, sob o risco de seu desaparecimento,
antes mesmo que possam ser investigados. Diante desse paradigma tem sido consenso que a chance
dessa tendéncia ser revertida aumenta em funcédo do aumento no volume de conhecimentos gerados
e agregados, capazes de apoiar justificativas para sua conservacgao.

Nesse cenario, é constante a utilizacdo extrativista de plantas com fins medicinais, atraves de
coletas ndo-sustentaveis, pois a maioria das plantas medicinais ainda ndo é cultivada (CAMELDO,
2010). Aliado a esse fato, fatores antrépicos, como a destruicdo acelerada da vegetacdo natural, a
expansdo agricola, as queimadas, as exploracfes de madeira e minério, construcdo de estradas e
hidrelétricas, dentre outros, vem causando uma crescente perda desses recursos genéticos vegetais.

Fazendo parte desses importantes recursos encontra-se o género Lippia L. (Verbenaceae),
que reune cerca de 200 taxons com distribuicdo pantropical. O maior nimero de espécies se
encontra no Brasil, cerca de 150, com ocorréncia especialmente nos campos rupestres e cerrados.
No Brasil, os principais centros de diversidade especifica do género Lippia estdo localizados na
Cadeia do Espinhaco, em Minas Gerais, e na Chapada Diamantina, na Bahia (SALIMENA, 2000;
2002). A importancia econdmica desse género esta associada principalmente a constituicdo quimica
das espécies, sobretudo associada aos Oleos essenciais presentes em suas folhas e ramos
(SALIMENA-PIRES, 1991).

Os Oleos essenciais, compostos principalmente de mono e sesquiterpenos e de
fenilpropanoides, sdo encontrados em flores, folhas, cascas, rizomas e frutos e possuem grande

aplicagdo na industria de cosméticos, de alimentos e farmacéutica, como coadjuvantes em
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medicamentos (BIZZO et al., 2009), representando potencial econdmico para a industria e melhoria
da renda de familias que habitam as regifes semiaridas.

Apesar da importancia econbmica das espécies de Lippia, algumas encontradas como
espontaneas no semiarido baiano estdo em extin¢do, vulnerdveis ou mesmo com deficiéncia de
dados (BRASIL, 2008), sendo exploradas por meio do extrativismo para fins ornamentais e
medicinais. Portanto, tornam-se necessarios estudos que viabilizem sua exploracdo de forma
sustentavel, via técnicas modernas de cultivo, caracterizacdo, sele¢cdo e melhoramento de plantas,
visando a producdo de 6leo essencial com qualidade, quantidade e regularidade, o que permitirad sua
insercdo no mercado nacional e internacional.

Diante do exposto, objetivou-se realizar a caracterizacdo morfoldgica e agronémica de
quatro espécies de Lippia: Lippia insignis Moldenke, L. bromleyana Moldenke, L. lasiocalycina
Cham. e L. thymoides Mart e Schauer, além de determinar a composi¢do quimica e avaliar a
atividade antioxidante e antifungica dos Oleos essenciais obtidos dessas espécies. No primeiro
capitulo foi realizado um estudo comparativo de caracterizacdo morfoldgica e agronémica das
espécies de Lippia. No segundo, foram discutidas suas caracteristicas anatbmicas e de producao de
Oleo essencial. No terceiro capitulo foi abordado um estudo da composi¢do quimica e potencial

bioativo do 6leo essencial.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

O uso de plantas medicinais para fins terapéuticos é tdo antigo quanto a propria humanidade
e tem sido ainda bastante significativo nos dias atuais. Uma planta medicinal pode ser definida
como vegetal que possui atividade biol6gica com um ou mais principios ativos Uteis a salde, sendo
que esses principios sdo provenientes do metabolismo secundéario das plantas (AZEVEDO, 2014).

Dados da organizacdo Mundial de Saide (OMS) mostram que cerca de 80% da populacéo
mundial faz uso de algum tipo de erva na busca de alivio de alguma sintomatologia dolorosa
desagradavel. Nos ultimos anos houve um crescente aumento na utilizacdo de remédios naturais ou
fitoterapicos, aumentando a necessidade em buscar o conhecimento das propriedades curativas de
diversas plantas medicinais (VASCONCELLOS et al., 2002). No Brasil estima-se que este mercado
envolva valores entre 700 a 800 milhdes de doblares, despertando assim o interesse de um numero
cada vez maior de produtores rurais para o cultivo de plantas medicinais e arométicas (CORREA
JUNIOR et al., 2006).

Um dos grandes entraves na utilizacdo das plantas medicinais pelas industrias farmacéuticas
é o fato da maioria delas ser proveniente do extrativismo, podendo ocasionar dessa maneira a
extincdo da espécie (TELES, 2010). Essa forma de coleta pode ainda oferecer um produto que néo
tem regularidade, qualidade e quantidade que o mercado demanda, justificando a importancia do
cultivo dessas espécies.

Apesar de o Brasil possuir uma flora com grande diversidade de plantas medicinais e
aromaticas e muitas ja serem utilizadas pelas populacdes locais, apenas pequena parte dessa
vegetacdo foi estudada e comprovada sua acdo medicinal (CHAVES et al., 2009), a exemplo da
regido semiarida, que possui grande biodiversidade vegetal, incluindo plantas medicinais, sendo
que muitas ainda ndo foram estudadas cientificamente. Segundo Giulietti (2002), a regido do
semiarido é caracterizada por apresentar altas temperaturas e déficit hidrico e essas condicdes
estressantes para as plantas medicinais estimulam a producdo de compostos do metabolismo
secundario, que permitem sua sobrevivéncia, levando essa regido a apresentar grande riqueza de

espécies com elevado potencial para a producdo de metabdlitos secundarios.

2.2 O género Lippia (Verbenaceae)
A familia Verbenaceae retine 36 géneros e 1000 espécies (SOUZA e LORENZI, 2005),

ocorrendo em regides tropicais, subtropicais e temperadas da América, Africa e india, sendo um dos
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centros de mais alta diversidade as regides subtropicais da América do Sul (SANDERS, 2001),
cujos representantes sdo principalmente ervas perenes, arbustos e subarbustos. No Brasil, a familia é
representada principalmente pelos géneros Aloysia, Clerodendrum, Lantana, Lippia e Verbena, e as
regides de maior ocorréncia sdo os estados do Sudeste, Bahia, Mato Grosso do Sul, Parana e Goias
(LORENZI, 1998). Estéa especialmente relacionada aos campos rupestres, mais famoso tipo de
vegetacdo da Chapada Diamantina, que geralmente ocorre acima de 700 metros de altitude, em
areas rochosas expostas, com solos rasos e pouca capacidade de retencdo de agua (FUNCH et al.,
2004).

O género Lippia foi descrito por Linnaeus em 1753 e foi assim denominado em homenagem
ao explorador e naturalista italiano Augusto Lippi que foi morto numa expedicdo por nativos, aos
26 anos (SALIMENA-PIRES, 1991). Os principais centros de diversidade especifica desse género
estdo localizados no Brasil e no México (SALIMENA-PIRES, 1998). As espécies desse género
estdo distribuidas nas regibes aridas do sudoeste dos Estados Unidos da Ameérica, nas florestas
tropicais deciduas da América Central e nos campos rupestres e cerrados do Brasil, regides de altos
indices de endemismos, estendedo-se até o Uruguai e regido central da Argentina. Na Africa sua
ocorréncia também coincide com centros de alto endemismo, na regido leste, associada as
montanhas mais altas e picos alpinos (SALIMENA, 2000).

Uma caracteristica interessante desse género € que diversas especies apresentam
propriedades medicinais comprovadas, principalmente antimicrobianas, como a Lippia origanoides
H.B.K; L. chevalieri Moldenke e L. multiflora Moldenke; L. gracilis Schauer e L. microphylla
Cham.; L. siddoides Cham. (SANTOS et al., 2004; BASSOLE et al.,, 2003; LEMOS, 1992;
LEMOS, 1990). Um bom exemplo é a espécie L. alba (Mill) N. E. Brown, nativa do nordeste
brasileiro e cultivada, cujas atividades farmacoldgicas - antiulcerogénica (PASCUAL et al., 2001),
sedativa, ansiolitica e miorrelaxante (VALE et al., 1999) foram estudadas, apresentando grande
potencial na producdo de fitomedicamentos. Segundo levantamento realizado por Pascual et al.
(2001), desse género tem sido isolados ou identificados constituintes quimicos de diversas classes,
entre elas estdo os terpenos, &cidos fenolicos, flavononas, iridroides, cumarinas, alcaloides e
saponinas.

De acordo com Salimena-Pires (1991) o género Lippia tem sido um dos mais estudados do
ponto de vista quimico, com varios trabalhos sobre espécies brasileiras, desde a década de 90.
Trabalhos atuais também vém sendo realizados com as espécies L. alnifolia Mart. e Schauer, L.
subracemosa Mansf., L. thymoides Mart. e Schauer, L. morri, L. insignis Moldenke e L.
microphylla, coletadas no semiarido baiano para avaliacdo da composi¢do quimica e do potencial

antimicrobiano de seus 0leos essenciais (LUCCHESE et al., 2006). Os resultados tém demonstrado
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grande variacdo na quantidade e qualidade dos metabolitos entre as espécies estudadas e até mesmo
dentro da mesma espécie, em acessos provenientes de localidades diferentes. Estudos apontam que,
de forma geral, todos os Oleos testados apresentaram atividade contra a maioria dos
microorganismos, sendo a espécie L. subracemosa a com maior potencial antimicrobiano
(CASTRO, 2005). A atividade antimicrobiana e o perfil fitoquimico de espécies do género Lippia
coletadas no semiarido baiano foram estudados por Pinto (2008). Extratos metandlicos de Lippia
alnifolia, L. hermanioides Cham., L. microphylla, L. morri, L. subracemosa e L. thymoides foram
testados, concluindo-se que todas as espécies estudadas apresentaram atividade antimicrobiana,
inibindo no minimo dois dos microrganismos testados.

O género Lippia é caracterizado por apresentar plantas arbustivas ou subarbustivas;
inflorescéncias racemosas em corimbos, racemos, espigas, capitulos ou tirsos; bracteas coloridas ou
ndo, plicadas, cOncavas ou planas; calice membraniceo, 2-labiado, 2-4-dentado; corola
hipocraterimorfa ou infundibuliforme, zigomorfa, limbo 2-labiado, labio anterior 3-lobado; estames
4, didinamos, inclusos. Ovério 2-locular, loculos 1-seminado; fruto esquizocarpo (SALIMENA e
SILVA, 2009).

Embora o Brasil possua grande nimero de espécies nativas de Lippia, algumas delas estdo
ameacadas de extincdo, como exemplos, Lippia bromleyana Moldenke (Brasil, 2008) e a Lippia
rhodocnemis Mart. e Schauer (FUNDACAO BIODIVERSITAS, 2005), em virtude da forma
extrativista de exploracéo, justificando acdes e estudos de conservacdo dessas espécies.

O namero de instituicdes que tém atividades vinculadas a conservacdo de germoplasma de
plantas medicinais € inversamente proporcional a riqueza da biodiversidade do Pais. Em 1992
foram relacionadas somente seis instituicdes, sendo apenas duas na regido Nordeste, com colecbes
de germoplasma de plantas medicinais, onde eram mantidos 855 acessos (SCHEFFER et al., 1992).
Um levantamento realizado por Ramos et al. (2008) identificou a existéncia de 115 colecbes de
germoplasma no Nordeste do pais, com 233 espécies vegetais conservadas, desse total, as
ornamentais tropicais e medicinais/aromaticas/condimentares corresponderam, conjuntamente a
57%. Estes grupos, de acordo com Ramos et al. (2008), constituem alternativas promissoras para a
pesquisa, inovacdo e fortalecimento do agronegdcio da regido Nordeste, desde que sejam
desenvolvidas atividades de manejo dos acessos, considerando os varios biomas existentes na
regido. Esse quadro indica a necessidade de implantacdo de Bancos Ativos de Germoplasma e/ou
Colecbes de Plantas Medicinais no Brasil, sobretudo em Estados que apresentam grande
biodiversidade aliada a um elevado grau de endemismo e forte acdo antropica, como ocorre com as

espécies do género Lippia no Estado da Bahia.
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Na Regido da Chapada Diamantina, no semiarido baiano, sdo encontradas diversas espécies
do género Lippia, entre elas a Lippia thymoides, Lippia lasiocalycina, Lippia bromleyana e Lippia
insignis, alvo de estudo nesse trabalho. Lippia thymoides e Lippia lasiocalycina possuem
distribuicdo mais ampla no pais (Bahia e Minas Gerais para L. thymoides e Bahia, Minas Gerais,
Mato Grosso, S&o Paulo e Parana para L. lasiocalycina), enquanto que as demais sdo endémicas do
semiarido baiano (Chapada Diamantina). Apesar de possuirem grande potencial socio-econdmico,
em virtude da producdo de metab6litos secundarios, como os 6leos essenciais, e pela utilizacdo na
medicina popular por meio do conhecimento tradicional, sdo raros os estudos fitoquimicos,
farmacoldgicos e agrondmicos, sendo que, até 0 momento, nenhuma acdo de domesticagdo foi
desenvolvida com essas espécies.

Lippia bromleyana Moldenke (Figura 1) é nativa e endémica do Brasil, ocorrendo nos
dominios fitogeograficos da caatinga e do cerrado do Estado da Bahia (SALIMENA et al., 2010).

Atualmente encontra-se na Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extingdo
(BRASIL, 2008).

Figura 1. Detalhe da inflorescéncia (A), folha (B) e ramo de Lippia bromleyana Moldenke (C)
cultivada na Unidade Experimental Horto Florestal, UEFS, Feira de Santana, Bahia.
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L. lasiocalycina Cham. (Figura 2) é uma espécie nativa, porém ndo endémica do Brasil. Seus
dominios fitogeograficos sdo a Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. No Brasil ocorre nas
regides Nordeste, no Estado da Bahia; Centro-Oeste, no Estado do Mato Grosso; Sudeste, em Minas
Gerais e Sao Paulo e Sul, no Estado do Parand (SALIMENA et al., 2010). O extrato etanolico de
folhas e caule de L. lasiocalycina apresentou fenilpropanoides e verbacosideos, sendo ausentes
flavonoides na amostra analisada (FUNARI et al., 2012).

L. insignis Moldenke (Figura 3) é uma espécie nativa e endémica do Brasil, com distribuicéo
geografica na regido Nordeste, no Estado da Bahia, ocorrendo nos dominios fitogeograficos
caatinga e cerrado (Salimena et al., 2010), com distribuicdo apenas na Bahia, na cidade de Morro do
Chapéu (11°35°S, 41°12°W) (SALIMENA et al., 2009). E descrita botanicamente como arbusto
com até 2 metros de altura, pouco ramificado, aromatico; folhas ovado-deltdides, coriaceas,
escabras, verde-escuras adaxialmente; inflorescéncias paucifloras; flores magenta, encontrada com
flores em junho (MOLDENKE, 1965).

Y

Figura 2. Detalhe da inflorescéncia (A), folha (B) e ramo de Lippia lasiocalycina Cham. (C)
cultivada na Unidade Experimental Horto Florestal, UEFS, Feira de Santana, Bahia.
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L. insignis encontra-se inserida na Lista de Espécies da Flora Brasileira com Deficiéncia de
Dados (BRASIL, 2008). Analise fitoquimica revelou teor de dleo essencial em suas folhas de
2,85%, tendo o constituinte majoritario o limoneno e seu Gleo essencial apresentou potencial
antimicrobiano (CASTRO, 2005).

L. thymoides Mart. e Schauer (Figura 4) é uma espécie nativa e endémica do Brasil,
ocorrendo nas regibes Nordeste, no Estado da Bahia, e na regido Sudeste, no Estado de Minas
Gerais, possuindo como dominios fitogeogréaficos o cerrado e a caatinga (SALIMENA et al., 2010).
E conhecida popularmente como alecrim-do-mato e utilizada na medicina popular no combate a dor
de cabeca, segundo levantamento etnoboténico realizado em Amélia Rodrigues — Bahia
(SANTANA et al., 2008), e no tratamento de feridas, bronquite, reumatismo e febre (SILVA,
2012).

E descrita como um arbusto de até 2 metros de altura, muito fino, ereto, ramificado com
folhas muito pequenas; as flores sdo brancas ou lilases, com a parte central amarela, reunidas em
grupos pequenos e compactos na base das folhas, que ocorrem no é&pice dos ramos; €
frequentemente encontrado nas areas mais secas do cerrado, especialmente nas areas de transicdo
para a caatinga (FUNCH et al., 2004). Apresenta folhas opostas nos ramos normais, fasciculadas
nos braquiblastos, discolores, coriaceas, 0,5-1 cm de comprimento, 2-3 mm de largura, oblongo-
cuneadas, apice obtuso, mucronado, margem inteira, revoluta, face adaxial escabra, uninérvea, face
abaxial glandular-pulverulenta; inflorescéncias axilares, solitarias, subglobosas, compactas com
aproximadamente 1 cm de comprimento; bracteas imbricadas, oval-lanceoladas, apice agudo, 3-
nérvea, glandulosa, ciliada; calice com aproximadamente 2 mm de comprimento, bilobado; corola
rosea, fauce alva, infundibuliforme, 7 mm comprimento (SALIMENA e SILVA, 2009).
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Figura 3. Detalhe da inflorescéncia (A), folha (B) e ramo de Lippia insignis Moldenke (C)
cultivada na Unidade Experimental Horto Florestal, UEFS, Feira de Santana, Bahia.

Coletada no municipio de Feira de Santana — BA, L. thymoides apresentou teor de 6leo
essencial de 1,98%, sendo identificado como composto majoritario o limoneno ou 1,8 cineol,
apresentando potencial antimicrobiano (CASTRO, 2005). Contudo, Funch et al. (2004) indicaram
como constituinte majoritario do seu 6leo essencial o timol, assim como Harley e Giulietti (2004),
quando citam que L. thymoides encontrada na estrada de Rio Real — BA é fortemente aromatica por
conter no Oleo essencial o timol, um poderoso anti-séptico. Contudo, em trabalho realizado por
Silva (2012) foi identificado como composto majoritario de O6leo essencial o B-cariofileno,

apresentando efeito antinociceptivo, espasmolitica e antimicrobiano.



27

- oA C
e g

S W

Figura 4. Detalhe da inflorescéncia e folha (A), ramo (B) e planta inteira de Lippia thymoides Mart
e Schauer cultivada na Unidade Experimental Horto Florestal, UEFS, Feira de Santana, Bahia.

Além de dleos essenciais, Pinto (2008) identificou diversas substancias de diferentes classes
em extratos foliares e/ou caulinares (hexanico, diclorometano, acetato de etila e agua) para
espécimes de Lippia coletadas em Rio de Contas — BA. Essas substancias foram identificadas como
sendo terpenos, triterpenos e esteroides em todas as fracdes de extratos foliares e caulinares
analisados; antraquinona e cumarinas exceto nas fragdes de hexano (caule) e acetato de etila
(folhas); flavonoides, exceto na fragdo de hexano (caule) e saponinas apenas nos extratos aquoso e
de acetato de etila de folhas e caules de L. thymoides. De acordo com a autora as fracGes em
diclorometano e agua de extratos de folha e em diclorometano de extratos de caule sdo as mais
promissoras na busca de novos antibioticos, pela acdo antimicrobiana observada e pela presenca de

metabolitos potencialmente ativos.
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2.3 Caracterizacgao e avaliacdo de germoplasma de plantas medicinais

A caracterizacdo de germoplasma se constitui numa das fases mais importantes de
programas de melhoramento genético visto que, a selecdo de genotipos com caracteristicas
desejadas e o conhecimento do germoplasma disponivel sdo essenciais na conservacao e
melhoramento das espécies (OLIVEIRA, 2008).

O Bioversity International determina uma diferenca pratica para 0s processos de
caracterizacdo e avaliacdo de germoplasma, estabelecendo que as caracteristicas consideradas
ambientalmente estaveis, altamente herdaveis, qualitativas, mono ou oligogénicas e facilmente
manipulaveis no melhoramento genético definem o foco do processo de caracterizagdo, que pode
ser morfoldgica, fenoldgica, reprodutiva, bioquimica, citogenética e molecular. A avaliacdo utiliza
caracteristicas quantitativas com forte influéncia ambiental, governada por poucos ou muitos genes,
ndo facilmente manipulaveis e Uteis no processo de melhoramento dos cultivos (RAMOS et al.,
2007).

Apesar de existir essa diferenciacdo pratica entre 0s processos de caracterizacao e avaliacao,
determinada pelo Bioversity International, € comum nos trabalhos analisados o uso do termo
caracterizacao para definir os dois processos. De acordo com RAMOS et al. (2007) alguns autores,
como HAWKES (1982) e CHAPMAN (1989), ndo estabelecem uma distincdo clara entre

caracterizacao e avaliagdo, sendo esta a linha adotada nesse trabalho.

2.3.1 Caracterizacdo morfologica e agrondmica

O processo de conservacdo genética bem como o de domesticacdo de plantas requer,
preliminarmente, o conhecimento minimo de algumas caracteristicas relacionadas com a espécie
envolvida. O conhecimento das caracteristicas morfologicas das espécies € importante, notadamente
porque oferece condigdes ao entendimento de adaptacBes ocorridas pela pressao ambiental, de
transformacdes que se verificaram em termos de estruturas secretoras que produzem o0s principios
ativos e de diferentes caracteristicas das diversas partes das plantas que irdo subsidiar
posteriormente algumas estratégias de cultivo (SCHEFFER et al., 1992).

De acordo com Oliveira (2008) a caracterizacdo morfo-agronémica busca descrever 0s
diversos acessos de uma colecdo de germoplasma utilizando como descritores caracteristicas de
interesse, tais como: cor do caule, das folhas, das nervuras foliares, das sépalas e pétalas das flores,
inicio de floracdo, altura de planta, largura e formato da copa, comprimento e largura das laminas
foliares, relagdo comprimento/largura, producdo de frutos/planta, producédo de plantas/ha, producéao

de 6leo/ha, entre outros.
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Apesar de existirem atualmente 111 listas de descritores para diversas espécies vegetais
publicadas pelo Bioversity International (RAMOS et al., 2007), existem poucos descritores oficiais
para plantas medicinais e aromaticas, inclusive no género Lippia (OLIVEIRA, 2008). Alguns
trabalhos encontrados na literatura citam descritores morfoldgicos para Lippia alba, Lippia gracilis
e Lippia sidoides como: altura da planta, largura e didmetro da copa, habito de crescimento,
comprimento da folha, comprimento da haste, area foliar, largura da folha, relagdo
comprimento/largura da folha, cor da sépala, cor da pétala, nimero de inflorescéncia por planta, cor
do caule e das folhas e margem foliar, bem como descritores agrondmicos, como: massa seca e
fresca foliar, da haste e das inflorescéncias; rendimento e teor de 6leo essencial (BLANK et al.,
2006; YAMAMOTO, 2006; JANNUZZI, 2006; OLIVEIRA, 2008 e CAMELO et al., 2011).

Alguns trabalhos foram realizados com intuito de realizar a caracterizagdo morfo-
agrondmica de espécies medicinais nativas e cultivadas, visando a selecéo de genotipos promissores
aos programas de melhoramento genético. Blank et al. (2004) realizaram estudo de caracterizagéo
morfologica e agrondmica de acessos de 55 genOtipos de manjericdo alfavaca (Ocimum sp.)
(Lamiaceae) do Banco de Germoplasma de Ocimum da Universidade Federal de Sergipe, visando a
selecdo de gendtipos com alto rendimento de dleo essencial e rico em linalol. Foi observada
diversidade entre 0s gendtipos em todas as variaveis avaliadas, principalmente o teor e o
rendimento de 6leo essencial, as quais variaram de 0,202 a 2,536 mL 100g™ e 1,103 a 21,817 I/ha,
respectivamente. Diante do observado para essas duas variaveis foram selecionados os gendtipos
NSL6421, PI1197442, PI358464, PI414194, PI531396 ¢ “Fino Verde” ao programa de
melhoramento genético da espécie.

Para a espécie medicinal sambacaita (Hyptis pectinata L.) (Lamiaceae) foram observadas
diferencas significativas entre os seis acessos estudados, para as caracteristicas altura da planta,
diametro da copa, comprimento de folha e massa seca de folhas e galhos, onde o acesso SAMO006,
originado de Proprid — Sergipe, mostrou-se mais promissor (ARRIGONI-BLANK et al., 2005). Um
estudo das caracteristicas morfoldgicas e agrondmicas em sete acessos de alecrim-de-tabuleiro
(Lippia gracilis Schauer) (Verbenaceae) do Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Federal
de Sergipe, realizado por Blank et al. (2006) constatou diferenca significativa apenas na variavel
formato da copa. Ao realizar estudo de caracterizacdo morfoldgica e agronémica em acessos de
alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) (Verbenaceae) Santos et al. (2006) verificaram diferencas
entre 0S acessos nas caracteristicas avaliadas. Na mesma espécie foram observadas diferencas
morfoldgicas e agronémicas entre os dez acessos avaliados, nas variaveis: cor de caule, formato de
copa, altura de planta, comprimento e largura de folha, relacdo comprimento/largura de folha,

massa seca e fresca de folha e rendimento de éleo essencial (OLIVEIRA, 2008). O acesso LSID-
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105, proveniente do estado do Ceara, mostrou-se mais promissor em relacéo ao teor (3,05 mL 100g
" de folha fresca) e ao rendimento de 6leo essencial (10,29 mL planta™).

A espécie medicinal erva-cidreira-brasileira (Lippia alba) Jannuzzi (2006) observou entre
16 acessos estudados diversidade de habitos de crescimento, producdo de biomassa e de
quimiotipos nas condi¢Ges em que foram cultivados. Verificou ainda que genotipos com maior area
foliar e comprimento de hastes tenderam a apresentar maiores teores de Oleo e concentracdo de
linalol e menor teor de geranial e neral. Yamamoto (2006), trabalhando com a mesma espécie,
estudou a interacdo genotipo x ambiente na producdo de 6leo essencial, definindo que os melhores
genotipos em relagcdo as caracteristicas fenotipicas avaliadas foram o IAC-8 (linalol), IAC-13
(limoneno/carvona) e 1AC-17 (citral), concluindo ainda que tanto a analise fenotipica quanto os
marcadores de DNA do tipo RAPD foram ferramentas eficientes para a formagédo de agrupamentos
robustos e quantificacdo de divergéncia genética. Para a autora a avaliagdo das caracteristicas
fenotipicas foi suficiente para avaliar e caracterizar os genotipos estudados. Camélo (2010) realizou
também um estudo de caracterizacdo morfologica e agrondmica de acessos de Lippia alba
cultivados em campo e observou diferencas morfoldgicas nas variaveis comprimento de ramo,
didmetro de copa, cor de caule, folhas, pétalas, habito de crescimento, comprimento e largura de
folha e relacdo comprimento/largura de folha. O acesso LA-60, proveniente de Rio Real, Bahia, foi

0 mais promissor em relacdo a variavel agrondémica rendimento de 6leo essencial.

2.3.2 Caracterizagdo anatdbmica

Importantes informacdes sobre as espécies de Lippia também podem ser encontradas em
nivel anatbmico e micromorfoldgico. Nas espécies aromaticas, a caracterizacdo das estruturas
secretoras de Gleo essencial representa importante ferramenta de estudo.

Os 0leos essenciais sdo uma mistura de mono e sesquiterpenos, apresentam reconhecidas
propriedades como repelentes de insetos, sendo frequentemente encontrados nos tricomas
glandulares que agem como adverténcia sobre a toxicidade do vegetal. O tricoma é uma célula ou
conjunto de células da epiderme que se projetam na forma de pelos (GONCALVES e LORENZI,
2011), sendo classificados em glandulares e ndo glandulares; os glandulares, por sua vez, podem ser
peltados, que armazenam 6leos essenciais e capitados, que acumulam carboidratos de cadeia linear
e alcoois (BIASI e DESCHAMPS, 2009).

De acordo com Santos et al. (2009) as folhas de espécies da familia Verbenaceae possuem
tricomas uni ou pluricelulares, simples, malpiguiaceos ou glandulares. A frequéncia dessas
estruturas da epiderme pode ser um indicativo da capacidade de producdo de 6leos essenciais em

determinada espécie aromatica (DESCHAMPS et al., 2006). Conhecer a estrutura dos tricomas e
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estabelecer uma relacdo com a producdo de principios ativos, nesse caso o0 6leo essencial, pode
contribuir significativamente no auxilio e na manutencdo de caracteres de interesse comercial,
através de programas de melhoramento genético (IAREMA, 2004).

Em Lippia sidoides foram encontrados tricomas tectores simples, conicos, formados por 1-3
células e tricomas glandulares sésseis ou de pediculos, formados por 1-3 células com capitel
simples ou raramente septado (NUNES et al., 2000). Santos et al. (2004) observaram em Lippia
alba tricomas tectores simples, com apice agudo e base elevada por células epidérmicas. De acordo
com esses autores, nas folhas dessa espécie existem trés tipos de tricomas glandulares: o primeiro
apresenta uma célula basal, um pediculo alongado bicelular e uma porcdo capitada bicelular; o
segundo é formado por uma célula basal, uma célula intermediaria e uma porcao capitada bicelular
(estes dois tipos de tricomas encontram-se distribuidos nas faces abaxiais e adaxiais); e o terceiro,
presente apenas na face abaxial, € formado por uma célula basal estreita e uma porcao capitada
globosa. Em Lippia filifolia Mart e Schauer cultivada in vitro, larema (2004) observou em ambas as
superficies epidérmicas um grande numero de tricomas secretores e tectores, sendo observados trés
tipos de tricomas: o primeiro caracterizado por 1-2 células basais, pediculo de 2-3 células e uma
cabeca secretora eliptica; o segundo caracterizado por possuir base pediculo unicelular e cabeca
bicelular globular e o terceiro por possuir base, pediculo e cabeca esférica. Para Lippia minima
foram detectadas na face adaxial das folhas tricomas glandulares capitados pedicelados e na face
abaxial denso glandular, tricomas glandulares capitados sésseis e dourados (SALIMENA, 2010).

O estudo da anatomia dessas estruturas secretoras de 0leo essencial pode ser uma ferramenta
valiosa na caracterizacdo de germoplasma de plantas aromaticas, tanto em nivel interespecifico

quanto intraespecifico.

2.3.3 Caracterizacdo quimica

Os estudos fitoquimicos tém por objetivo extrair, identificar e isolar os constituintes do
metabolismo secundario dos vegetais. Uma das principais aplicacdes destes estudos € a criacdo e
producdo de novos medicamentos de origem vegetal (MATOS, 2009).

Para Scheffer et al. (1992) as plantas medicinais devem ser estudadas quanto as suas
caracteristicas morfoldgicas e ambientais, associadas aos seus constituintes quimicos. A
importancia da caracterizacdo quimica nos recursos genéticos de plantas medicinais pode ser notada
quando se considera que o objetivo central do melhoramento de plantas medicinais é a
produtividade expressa pelos caracteres quantitativos, envolvendo principalmente o teor de

principios ativos (parametros agrondmicos) e pelos caracteres qualitativos (caracterizacdo quimica)
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envolvendo o tipo de principios ativos e seus constituintes quimicos, tais como 0s 6leos essenciais
(OLIVEIRA et al., 1992).

De acordo com Gomes et al. (2011) a composi¢do quimica do Oleo essencial de muitas
espécies de Lippia tem sido investigada, demonstrando que os compostos limoneno, B-cariofileno,
p-cimeno, canfora, linalol, a-pineno e timol sdo mais frequentemente encontrados. Lippia alba é,
sem duvida, a espécie mais estudada do género, inclusive na &rea fitoquimica. Devido & grande
variabilidade quimica dessa espécie muitos autores passaram a diferencia-la em varios quimiotipos,
levando em consideracdo a predominancia de alguns constituintes presentes no 6leo essencial. Alea
et al. (1996) encontrou 43 componentes, tendo a carvona como composto majoritario; Jannuzzi
(2006) identificou cinco quimiotipos: limoneno-citral, mirceno-citral, mirceno-neral, citral e linalol,
enquanto que Julido et al. (2003) classificaram a espécie em trés quimiotipos, correspondente ao
componente majoritario do oleo essencial: citral, carvona e linalol. Considerando as similaridades
dos constituintes quimicos do 0leo essencial dos acessos de L. alba estudados por Camelo (2010),
foi possivel diferencia-los em seis grupos, sendo que 0s compostos que apresentaram maior
quantidade foram 1,8-cineol, linalol, mirceno, limoneno, carvona, geranial e neral.

Em L. sidoides a caracterizacdo quimica do Oleo essencial mostrou que o timol é o
constituinte majoritario dos acessos estudados, com apenas um acesso apresentando como
constituinte principal o carvacrol (OLIVEIRA, 2008). Em folhas de L. gracilis foram identificados

15 compostos, 0 majoritario foi o carvacrol, representando 50% do total (NETO et al., 2010).

2.4 Metabolismo secundario e 6leos essenciais

Os vegetais produzem uma grande variedade de compostos organicos que aparentemente
ndo possuem funcdo direta no seu crescimento e desenvolvimento, sendo conhecidas como
metabolitos secundérios (TAIZ e ZEIGER, 2006), que por muitos anos foram descritos como
material de refugo. Atualmente, suas funcbes foram elucidadas e estdo relacionadas com a defesa
vegetal, protegendo as plantas da herbivoria, contra infeccdo por microorganismos patogénicos,
aléem de agirem como atrativos para os animais polinizadores, dispersores de sementes e como
agentes na competicao planta-planta (TAIZ e ZEIGER, 2006). Para 0 homem essas substancias sao
usadas para fins terapéuticos.

A producdo de metabdlitos secundarios ndo € uniformemente distribuida na planta,
ocorrendo em o6rgaos ou tecidos especificos, em determinado estdgio de desenvolvimento e
geralmente apresentam composi¢do quimica complexa; os trés grupos quimicamente distintos mais

conhecidos sao: alcaldides, compostos fendlicos e terpenoides (RAVEN et al., 2007)
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Os terpenos sdo compostos por unidades isoprénicas, sendo classificados em monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos e politerpenos, de acordo com o nimero de
unidades de isopreno que possui; duas, trés, quatro, cinco, seis e oito ou mais, respectivamente. Os
monoterpenos e sesquiterpenos sdo 0s principais constituintes dos 6leos essenciais das plantas
(CASTRO et al., 2004).

Os oOleos essenciais sdo constituidos de substancias volateis produzidas a partir do
metabolismo secundario, extraidos de plantas aromaticas. Sd8o constituidos por duas classes de
compostos: o0s terpendides e os fenilpropandides, sendo que os primeiros incluem a maioria dos
constituintes. A origem desses compostos se da por vias metabdlicas distintas: os terpendides sdo
sintetizados no citoplasma pela rota do &cido mevaldnico ou pela via plastidica do metileritritol
fosfato (MEP); ja a sintese dos fenilpropanoides ocorre pela via do chiquimato (TAIZ e ZEIGER,
2006).

Os 0leos essenciais possuem caracteristicas fisico-quimicas peculiares: aparéncia oleosa a
temperatura ambiente; volatilidade; aroma agradavel; solubilidade em solventes organicos apolares;
geralmente incolores ou ligeiramente amarelados; ndo sdo estaveis em presenca de luz, ar, calor,
umidade e metais; sendo que algumas destas propriedades sdo usadas na identificacdo e controle da
qualidade dos Oleos essenciais (SIMOES e SPITZER, 2000). Sua produgio nos vegetais é
determinada geneticamente, embora outros fatores possam acarretar alteracbes na producdo dos
metabolitos secundarios, sobretudo quantitativamente, 0s quais representam uma interface quimica
entre as plantas e o ambiente. Estimulos decorrentes do ambiente no qual a planta se encontra
podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes compostos
(MORAIS, 2009).

A demanda por 6leos essenciais estd em franca ascensdo na industria farmacéutica, visando
produzir medicamentos; na industria alimenticia, para conferir sabor e aroma aos alimentos; na
industria quimica, como aromatizante e na industria cosmética, como fixadores para a composicao
de perfumes; como também pelo setor agricola no controle alternativo de pragas e doencas
(COSTA, 2008; MONTEIRO, 2009).

O Brasil tem lugar de destague na producdo de 6leos essenciais, principalmente devido aos
6leos citricos, que sdo subprodutos da indlstria de sucos. No passado, o pais teve destaque como
exportador de 6leo essencial de pau-rosa, sassafras e menta, contudo, nos Gltimos anos, passou a
condicdo de importador. Atualmente, vive um quadro estacionario devido aos problemas crénicos,
como falta de manutencdo do padrdo de qualidade dos 0leos, representatividade nacional e baixos
investimentos governamentais no setor (B1ZZO et al., 2009). Por outro lado, a biodiversidade

brasileira, embora ainda pouco explorada em relagcdo & composic¢do quimica da sua flora, coloca o
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Brasil numa situagdo promissora para aumentar a sua participagdo futura no mercado mundial
(BIASI e DESCHAMPS, 2009), demonstrando que a producdo de 6leos essenciais no Brasil ndo é
somente viavel, mas rentavel (B1ZZO et al., 2009).

Na regido semiarida do nordeste brasileiro existe diversidade de espécies vegetais, incluindo
espécies medicinais e aromaticas, principalmente das familias Lamiaceae e Verbenaceae, com
elevado potencial para producdo de 6leos essenciais (GIULIETTI et al., 2002). Contudo, estudos
devem ser realizados no &mbito da agronomia, fitoquimica, farmacologia e diversas outras areas do
conhecimento, para que se possa produzir e utilizar de forma sustentavel esses recursos e,
futuramente, levar a regido semiarida nordestina a obter uma participacdo promissora na producao

de 6leos essenciais no Brasil e no Mundo.

2.4.1 Atividade antioxidante dos 0leos essenciais

Os radicais livres sdo definidos como os intermediarios quimicos reativos oriundos do
metabolismo do oxigénio, entre eles: o radical superéxido (O%), o radical hidroxila (OH") e o
perdxido de hidrogénio (H20,) ou também podem ser definidos como qualquer &tomo, molécula ou
fragmento de molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados nas suas camadas de
valéncia (MAIA e BICUDO, 2009; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Esses radicais livres
sdo resultantes de oxidacdes bioldgicas ocorrentes no organismo, como no metabolismo de oxigénio
em que a mitocdndria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, é a principal fonte geradora,
ou ainda podem ser geradas por fatores exdgenos (BARREIROS et al., 2006). Podem ter origem
enddgena, sendo provenientes de processos aerdbicos e do préprio metabolismo celular ou exdgena,
sendo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncéo biolégica (MIRANDA, 2010).

A producdo de radicais livres e/ou espécies reativas de oxigénio é um processo continuo e
fisiologico, em que 0s mesmos desempenham importante funcdo em muitos processos bioldégicos;
no entanto, em condigdes em que esses radicais sdo produzidos excessivamente e 0s sistemas
defensivos estdo em exaustdo, € criado um estado de estresse oxidativo que decorre do desequilibrio
entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante
(BARBOSA et al., 2010).

Antioxidantes naturais sdo substancias benéficas a salde humana que aumentam a
resisténcia frente a oxidacGes prejudiciais no organismo (DIMITRIOS, 2006). Nessa perspectiva,
estudos atuais vém sendo realizados no intuito de encontrar substancias antioxidantes de origem
vegetal, em funcdo dos possiveis efeitos toxicos apresentados pelos antioxidantes sintéticos. As
plantas produzem grande variedade de substdncias antioxidantes e os compostos fendlicos

compreendem o principal grupo. Os compostos fendlicos possuem um ou mais grupos hidroxilas
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(OH) ligados a um anel aromatico, podendo ter varios grupos substituintes (ESTEVAM, 2006;
CASTRO et al, 2004).

Dessa forma, os Gleos essenciais conseguem inativar radicais livres, devido, principalmente,
a presenca de compostos fendlicos em sua composicdo quimica, como comprovam trabalhos
cientificos realizados. Morais et al. (2006) mostraram o potencial antioxidante dos dleos essenciais
de espécies de Croton, sendo que os Oleos essenciais de C. zenhtneri Pax et Hoffm e C.
argyrophylloides mostraram maior a¢do antioxidante que o C. nepetaefolius. Pereira e Maia (2007)
avaliando o efeito antioxidante do extrato bruto e do 6leo essencial de Ocimum gratissum L.,
constataram que podem ser usados como fonte acessivel e alternativa de antioxidante natural.
Estudos com Caryophillus aromaticus L., Cymbopogon winterianus Jowitt e Cymbopogon martinii
(Roxb) também demonstraram potencial antioxidante (SCHERER et. al., 2009). Teles et al. (2014)
avaliaram o efeito da adubacdo mineral e orgéanica e de épocas de colheita sobre a atividade
antioxidante do 6leo essencial de Lippia origanoides em diferentes concentra¢ées (0,01, 0,05, 0,1,
0,5, 1, 2,5 25 mg mL™) observando que o 6leo essencial da espécie Lippia origanoides possui

compostos com capacidade redutora, no qual pode-se indicar seu potencial antioxidante.

2.4.2 Atividade antifangica dos 6leos essenciais

Tendo em vista a importancia dos 6leos essenciais também no controle de pragas e doengas,
como destaca Biasi e Deschamps (2009), muitos trabalhos vém sendo realizados com o intuito de
testar o efeito dos Oleos essenciais de diversas espécies aromaticas, inclusive do género Lippia,
sobre insetos e fungos causadores de doencas em plantas. Esses trabalhos buscam substancias que
possam ser utilizadas no controle de pragas e doencas com eficacia e que diminuam os danos ao
meio ambiente e a salde dos agricultores e consumidores.

Testando o efeito de extratos, decoctos e 6leos essenciais de espécies aromaticas na inibicéo
dos fungos Glomerella cingulata e Colletotrichum gloeosporioides de frutos de tomate, Rozwalka
et al. (2008) verificaram 100% de inibi¢do para os dois fungos testados com o 6leo essencial de
Syzygium aromaticum (L.) Merr. e L. M. Perry e apenas do ultimo com Cymbopogon citratus (DC)
Stapf. Oleos essenciais de Lippia sidoides, Ocimum gratissimum L., Lippia citriodora Kunth,
Cymbopogon citratus e Psidium guayava Griseb var. pomifera foram testados sobre o fungo
Colletotrichum gloeosporioides, causador da antracnose no maracujazeiro amarelo. As espécies L.
sidoides, O. gratissimum, L. citriodora, C. citratus, apresentaram 6timos resultados, inibindo em
100% o crescimento micelial do fungo (SOUZA-JUNIOR et al., 2009).

O o6leo essencial de Mentha arvensis demonstrou viabilidade no controle de Aspergillus sp.,

Penicillium rubrum, Sclerotinia sp., Fusarium verticillioides cepa UEM e Corynespora cassiicola,
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inibindo o crescimento dos fungos estudados na concentragdo de 100pL L™, concluindo-se que uso
deste Oleo essencial pode ser uma alternativa eficaz no combate a organismos patogénicos
causadores de doencas em diferentes espécies vegetais (SILVA et al., 2012). Trabalhando com o
6leo essencial de dez espécies de Piper, Silva e Bastos (2007) encontraram bons resultados para trés
dessas espécies (P. callosum, P. marginatum var. anisatum e P. enckea), obtendo acdo fungitoxica
significativa contra Crinipellis perniciosa (= Moniliophytora perniciosa), Phytophthora palmivora
e Phytophthora capsici. Para o fungo causador da vassoura-de-bruxa no cacaueiro (Moniliophytora
perniciosa), Chaussé et al. (2011) testaram o 6leo essencial de Ocimum selloi, Mentha arvensis e
Syzygium aromaticum, demonstrando que os 0leos essenciais dessas espécies s&0 promissores no
controle do fungo, o que podera contribuir para reducdo do uso de fungicidas e, consequentemente,

um menor impacto ao ambiente.
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RESUMO: O género Lippia L. é representado por diversas espécies aromaticas, produtoras de
Oleos essenciais com atividade biologica, principalmente antimicrobiana. O semiarido apresenta
grande riqueza de espécies de Lippia, que potencialmente podem vir a ser exploradas
economicamente. Este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo morfoldgica e
agrondmica de quatro espécies desse género, nativas do semiarido baiano. As espécies foram
coletadas em municipios baianos localizados na regido semiarida e o experimento foi realizado em
Feira de Santana, Bahia. O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com
quatro repeticdes e quatro plantas por repeticdo para cada espécie. Foram realizadas caracterizacdes
morfologicas quantitativas e qualitativas, nas quais foram avaliados os caracteres de caule, folha e
inflorescéncia; além da caracterizacdo agrondmica, onde se avaliou a massa fresca e seca das
inflorescéncias, folhas e caule, teor e rendimento de 0leo essencial. Os resultados demonstraram
diferencas morfologicas entre as espécies em todas as caracteristicas avaliadas, com excec¢do apenas
ao numero de flores por inflorescéncia. Na caracterizacdo agrondmica foram encontradas diferencas
em todos os caracteres avaliados, sendo que a espécie Lippia lasiocalycina se destacou em relacdo a

variavel rendimento de 6leo essencial.

PALAVRAS-CHAVE: Lippia insignis, L. lasiocalycina, L. bromleyana, L. thymoides, 6leo

essencial, germoplasma.
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ABSTRACT: The genus Lippia L. is represented by various aromatic species, essential oils
production with biological activity, especially antimicrobial. The semiarid has a great wealth of
species of Lippia, which can potentially turn out to be economically exploited. This work was
aimed at making the morphological and agronomic characterization of four species of this genus,
native of Bahia semiarid. The species were collected in Bahia municipalities located in the semiarid
region and the experiment was conducted in Feira de Santana, Bahia. The experimental design was
a randomized block with four replications and four plants per replicate for each species.
Quantitative and qualitative morphological characterizations were performed, in which we
evaluated the stem characters, leaf and inflorescence; beyond the agronomic characterization, which
evaluated the fresh and dry weight of the flowers, leaves and stem, essential oil content and yield.
The results showed morphological differences between species in all traits, except only the number
of flowers per inflorescence. In characterizing agronomic differences were found in all traits, and

the Lippia lasiocalycina species stood out in relation to the variable oil yield.

KEYWORDS: Lippia insignis, L. lasiocalycina, L. bromleyana, L. thymoides, Essential Qil,

Germplasm.
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3.1 INTRODUCAO

A familia Verbenaceae compreende espécies ornamentais, madeireiras e medicinais
tornando-as de importancia sob o ponto de vista econdmico (MELO et al., 2010). Lippia L. é um
dos maiores géneros de Verbenaceae, com cerca de 100 espécies (O'LEARY et al., 2012). Esse
género inclui diversas plantas aromaticas e medicinais com potencial econémico para industrias
farmacéuticas e de cosméticos, devido, principalmente a producéo de Oleos essenciais nas suas
folhas e inflorescéncias. Segundo levantamento realizado por Pascual et al. (2001), desse género
tem sido isolados ou identificados constituintes quimicos de diversas classes, entre elas estdo 0s
terpenos, acidos fendlicos, flavononas, iridoides, cumarinas, alcaloides e saponinas.

Muitas espécies desse género sdo nativas do Brasil, como a Lippia lasiocalycina Cham. e do
semiarido baiano, como Lippia insignis Moldenke, Lippia thymoides Mart. e Schauer e Lippia
bromleyana Moldenke. A espécie Lippia lasiocalycina é nativa, porém ndo endémica do Brasil;
com dominios fitogeograficos na Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (SALIMENA et
al., 2010). Lippia insignis é nativa e endémica do Brasil, com distribuicdo geogréfica restrita na
regido Nordeste, no estado da Bahia, ocorrendo nos dominios fitogeograficos caatinga e cerrado
(SALIMENA et al., 2010) e encontra-se inserida na Lista de espécies da flora brasileira com
deficiéncia de dados, publicada em 2008 pelo Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, 2008).
Lippia thymoides é nativa e endémica do Brasil, ocorrendo no estado da Bahia e Minas Gerais,
ocorrendo nos dominios fitogeograficos do cerrado e da caatinga (SALIMENA et al., 2010).
Conhecida popularmente como alecrim-do-mato, produz aproximadamente 2% de déleo essencial e
como composto majoritario foi identificado o timol (FUNCH et al., 2004) e B-cariofileno (SILVA,
2012); a infusdo em &gua das suas folhas tem sido usada como banho para combater infecgdes de
pele (FUNCH et al., 2004). E a espécie Lippia bromleyana é nativa e endémica do Brasil e ocorre
nos dominios fitogeograficos da caatinga e do cerrado, com distribuicdo geogréfica restrita a regido
Nordeste, estado da Bahia (SALIMENA et al., 2010).

Para as espécies Lippia inignis, Lippia lasiocalycina e Lippia bromleyana ndo foram
encontrados na literatura cientifica consultada, até o momento, dados em relacdo a producdo e
composicdo quimica do 6leo essencial ou atividade biolégica. De acordo com Ramos et al. (2008),
muitas espécies medicinais nativas, exploradas de forma extrativista, estdo submetidas a riscos de
extingdo, situacdo esta que se agrava ao longo dos anos e tem sido motivada por diversas causas, a
exemplo da intensa utilizacdo popular, para comercializacdo em feiras livres, além do
desmatamento e incéndios.

Considerando que esses recursos genéticos vegetais apresentam potencial medicinal e

econdmico, justifica-se maiores estudos, sobretudo em relacdo a caracterizacdo das espécies, com
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identificacdo de descritores morfologicos e agrondmicos, dada a dificuldade de identificacdo até
mesmo em nivel de espécie. A caracterizacdo morfologica e agrondmica dessas espécies permitird a
selecdo dos gendtipos mais promissores para o cultivo, selecionando aqueles que apresentam
caracteristicas superiores, principalmente relacionadas a produtividade de 6leo essencial e de seus
compostos majoritarios, além de contribuir para a conservacdo desses importantes recursos
genéticos vegetais.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi realizar a caracterizacdo morfologica e
agrondmica de quatro espécies de Lippia coletadas no semiarido baiano.

3.2 MATERIAL E METODOS

Coleta e cultivo

O experimento foi realizado na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade
Estadual de Feira de Santana, utilizando quatro espécies do género Lippia: L. insignis, L.
bromleyana e L. thymoides coletadas no municipio de Morro do Chapéu - Bahia e L. lasiocalycina
coletada em Santa Terezinha - Bahia. Exsicatas das espécies coletadas foram enviadas ao Herbario
da UEFS (HUEFS) onde foram devidamente identificadas pela especialista Dra. Tania Regina dos
Santos Silva e encontram-se cadastradas com vouchers nimeros 193480 (L. insignis), 193481 (L.
lasiocalycina) 77554 (L. thymoides) e 212549 (L. bromleyana). Tabela com as coordenadas
geograéficas, altitudes e locais das espécies coletadas encontra-se em anexo (Anexo A).

As mudas foram produzidas a partir de estacas herbaceas com aproximadamente 15 cm de
comprimento, utilizando-se substrato comercial biomix®. As mudas foram acondicionadas em
bandejas de poliestireno com 128 células (Figura 5A), e mantidas durante 45 dias em mini-estufa
plastica com nebulizacdo intermitente, a cada 1 hora e 30 minutos, com duracdo de 2 minutos cada,
totalizando oito nebulizacdes por dia. Apds 45 dias do plantio as mudas foram transplantadas para
sacos de polietileno preto com 10 x 25 cm, preenchidos com uma mistura de composto organico
(obtido a partir da compostagem de folhas secas e esterco bovino) e terra vegetal (1:1), mais
fertilizante superfosfato simples (18% de P,Os) na proporcdo de 1kg por m® da mistura, sendo
mantidas em casa de vegetacdo (Figura 5B) com irrigacOes diarias durante 30 dias. Apds esse
periodo de aclimatacdo as mudas foram transplantadas para area de cultivo, onde o solo foi
previamente capinado e revolvido com enxadéo, plantando-se as mudas em covas com 20 x 20 x 20
cm de dimensdo (Figura 5C), com espagamento entre plantas de 50 x 100 cm. Plantas da espécie

Lippia insignis foram plantadas em toda circunferéncia do experimento para reduzir o efeito de
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bordadura (Figura 5D). Médias de temperatura, umidade do ar e pluviosidade na regido durante o
periodo de realizacdo do experimento foram coletadas e encontram-se em anexo (Anexo B).

Figura 5. Mudas de espécies de Lippia acondicionadas em bandejas de poliestireno (A), mudas em
aclimatacdo em casa de vegetacdo com 45 dias (B), aberturas das covas para o plantio (C),
experimento ja implantado na Unidade Experimental Horto Florestal (D). Feira de Santana, Bahia.

Antes da implantacdo do experimento foi realizada a analise quimica do solo, cujos
resultados encontram-se em anexo (Anexo C). Com base nos resultados da analise do solo foi
realizada adubacdo organica, 15 dias antes do plantio, utilizando-se esterco bovino curtido (0,5 litro
por cova) e adubacdo fosfatada (15 gramas de superfosfato simples cova). Durante todo o
experimento foram realizadas capinas manuais, a cada quinze dias, com auxilio de enxada e

irrigagdes em dias alternados utilizando-se microaspersores.

Caracterizagdo morfologica e agronémica

A caracterizacdo morfologica qualitativa seguiu a metodologia proposta por Gongalves e
Lorenzi (2010), sendo realizada aos 120 dias apds o transplante das mudas para o local definitivo.
As folhas e inflorescéncias foram analisadas com auxilio da Lupa binocular (Diagtech),
determinando-se o hébito de crescimento, tipo de ramificacdo, caracteristicas do limbo (formato,
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apice, base, margem venacdo, consisténcia e pilosidade), cor e formato das brécteas, tipo e posicao
das inflorescéncias, tipo de perianto e cor das pétalas. A caracterizagcdo morfoldgica quantitativa foi
realizada cinco dias ap6s a caracterizacdo morfologica qualitativa, avaliando-se a altura da planta
(m), didmetro do caule (mm), didmetro da copa (m), comprimento da folha (cm), largura da folha
(cm), relacdo comprimento/largura da folha, peso fresco da folha (g), tamanho do peciolo (cm),
tamanho de pedicelo (cm), tamanho da bractea (cm), nimero de flores por inflorescéncia e nimero
de inflorescéncia por planta. Foram utilizados nestas avaliacfes fita métrica, régua e paquimetro
digital.

Para quantificacdo da biomassa e dos Oleos essenciais as plantas foram colhidas a
aproximadamente 15 cm do solo aos 170 dias apds o transplante e foram avaliados 0s seguintes
caracteres: massa fresca (g) e seca (g) das inflorescéncias, folhas e caule, teor (%) e rendimento de
Oleo essencial, expresso em Kg de 6leo por hectare. O material vegetal foi seco em estufa com
ventilagdo forcada de ar a 60°C para o caule e 40°C para inflorescéncias e folhas, até peso
constante. Apos secagem o material foi moido em moinho Tipo Willey e pesado, utilizando balanga

analitica.

Extracéo de 0leo essencial

O oleo essencial da parte aérea (folhas e inflorescéncias) foi extraido pelo método da
hidrodestilacao utilizando o aparelho de Clevenger, utilizando-se 50 gramas de matéria seca em
1000 mL de agua durante 180 minutos, seguindo metodologia proposta por Teles et al. (2012),
contados apos o inicio da condensacdo do vapor no Clevenger (Figura 6). Apds a extracdo, o 0leo
essencial foi adicionado de sulfato de sddio anidro para retidada da agua residual, evitando-se
perdas por hidrélise durante 0 armazenamento. Posteriormente, com o uso da pipeta do tipo Pasteur,
0 Oleo foi recolhido e acondicionado em recipientes de vidro escuro e pesados em balanca de

precisdo, para o calculo do teor, expresso em g g™ de matéria seca.



Figura 6. Hidrodestilagdo em aparato de Clevenger (A), Oleo essencial extraido folhas e
inflorescéncias das espécies Lippia insignis (B) e Lippia thymoides (C) apds 3 horas de extracdo.
Feira de Santana, Bahia.

Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados (DBC), com quatro
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de quatro plantas, para as quatro espécies de Lippia (L.
insignis, L. thymoides, L. bromleyana e L. lasiocalycina). Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, por meio do
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram diferengas morfoldgicas nas caracteristicas de filotaxia,
venacdo das espécies e margem das folhas. Folhas lanceoladas, verticiladas e hifédromas foram
verificadas em L. thymoides (Figura 7s e Anexo D) e folhas ovadas, opostas e craspedrodomas em
L. insignis (Figura 7i e Anexo E), L. lasiocalycina (Figura 7n e Anexo F) e L. bromleyana (Figura
7n e Anexo G). As bracteas também apresentaram diferencas visiveis no formato, tamanho e
pilosidade (Figura 7c, h, m, r). L. insignis, L. lasiocalycina e L. bromleyana apresentaram
pilosidade nos peciolos enguanto que L. thymoides ocorreu auséncia deste (Figura 7e, j, 0). Além
dessas caracteristicas, verificou-se que as inflorescéncias apresentaram pedicelo de tamanhos
diferentes, sendo que a espécie L. thymoides apresentou-se como séssil (Figura 7b, g, I, g). Essas
caracteristicas sdo importantes na diferenciagdo das espécies e acessos e representam ferramentas
importantes aos trabalhos futuros de melhoramento genético.

Em relagdo a avaliacdo morfoldgica qualitativa verificou-se que todas as espécies estudadas
apresentaram habito de crescimento arbustivo, ramos eretos e folhas discolores com auséncia de

estipulas. Com excecdo da L. thymoides Mart. e Schauer que possui folhas lanceoladas, verticiladas,
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hifodromas e sésseis, todas as outras espécies estudadas apresentaram folhas ovadas, opostas,
craspedrodomas e pecioladas (Tabela 1). A cor do limbo apresentou tons diferentes de lilas; lilas
escuro para L. insignis e L. lasiocalycina Cham e lilas claro para L. bromleyana e L. thymoides; a
cor das bracteas também diferiu de tonalidades: verde para a Lippia insignis e verde-claro para as
demais espécies.

Os resultados obtidos para a espécie L. thymoides sdo semelhantes aos encontrados por Melo
et al. (2010), que descreveu uma espécime coletada na Estacdo Ecolégica Raso da Catarina, Bahia,
com excecdo apenas para caracteristicas do peciolo. Os resultados obtidos demonstram que L.
thymoides é a espécie mais facilmente distinguivel morfologicamente, em relacdo as demais
congéneres estudadas. As caracteristicas morfolégicas externas observadas para as espécies
concordam com as informagdes referentes ao género descrito por Salimena e Silva (2009). Algumas
caracteristicas sdo comuns a todas as espécies estudadas, como o habito de crescimento, tipo de

ramificacao, tipo e posicdo da inflorescéncia e tipo de perianto (Tabela 1).
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Figura 7. Lippia insignis: a= ramo, b= inflorescéncia, c= bractea, d= folha, e= peciolo. Lippia
lasiocalicyna: f= ramos, g= inflorescéncia, h= bractea, i= folha, j= peciolo. Lippia bromleyana: k=
ramo, I= inflorescéncia, m= bractea, n= folha, o= peciolo. Lippia thymoides: p= ramo, q=
inflorescéncia, r= bractea, s= folha. Prancha: Carla Teixeira. Feira de Santana, Bahia.
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Tabela 1. Habito de crescimento (HB), tipo de ramificacdo (TR), formato do limbo (FL), formato
da base do limbo (FBL), formato do &pice do limbo (FAL), margem do limbo (ML), venacao (VN),
filotaxia (FT), consisténcia (CS), pilosidade do peciolo (PP), cor das bracteas (CB), formato das
bréacteas (FB), tipo de inflorescéncia (T1), posi¢cdo das inflorescéncias (PI), cor das pétalas (CP),tipo
de perianto (TP), tricomas na face abaxial (TFAB), tricomas face adaxial (TFAD) em quatro
espécies de Lippia nativas no semidrido baiano. Feira de Santana, Bahia.

L. insignis L. thymoides L. bromleyana L. lasiocalycina
HB arbusto arbusto arbusto arbusto
TR ramos eretos ramos eretos ramos eretos ramos eretos
FL ovado lanceolado ovado ovado
FBL truncada decorrente decorrente truncada
FAL arredondado arredondado atenuado atenuado
ML crenada inteira crenada crenada
VN craspedrédoma hifédroma craspedrodoma craspedrédoma
CS coriacea membranacea cartacea membranaceae
FT oposta verticilada oposta oposta
PP piloso - glabra piloso
CB verde verde claro verde claro verde claro
FB vada lanceolada lanceolada lanceolada
TI racemosa racemosa racemosa racemosa
Pl axilar axilar axilar axilar
CP lilas lilas-claro lilas-claro lilas
TP labiada labiada labiada labiada
TFAB incano glabra incano pubescente
TFAD pilosa incano glabra pilosa
(-) = ausente.

Foram verificadas diferencas significativas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade de erro para todos os caracteres morfoldgicos quantitativos avaliados nas quatro
espécies estudadas (Tabela 2), com excecdo ao numero de flores por inflorescéncia. L. insignis e L.
lasiocalycina que apresentaram o0 maior tamanho em altura, alcangando média de 1,192me 1,162m,
respectivamente, sendo estatisticamente diferente dos valores obtidos nas demais espécies. L.
insignis e L. lasiocalycina apresentaram maiores semelhancas, contudo, os caracteres morfolégicos
analisados foram satisfatorios na identificagdo dessas duas espécies. L. lasiocalycina apresentou 0s

maiores valores nas demais caracteristicas estudadas, com exce¢do no numero de inflorescéncia por
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planta, onde L. insignis produziu trés vezes mais inflorescéncias e no tamanho do pedicelo que foi
estatisticamente menor (2,27 cm) em relagdo ao obtido com L. insignis (2,90 cm).

Para L. thymoides os caracteres morfoldgicos avaliados apresentaram valores, em média,
inferiores as demais espécies. Esses resultados sdo semelhantes a descricdo feita por Salimena e
Silva (2009). Apesar de L. thymoides apresentar maior quantidade de inflorescéncia por planta (27),
em relacdo a L. bromleyana (5) (Tabela 2), as duas apresentaram valores semelhantes de peso
fresco e seco das inflorescéncias, pois as inflorescéncias da L. thymoides sdo menores. L.

bromleyana apresentou caracteristicas com valores intermediarios em relacdo as demais espécies.

Tabela 2. Altura da planta (AP), diametro do caule (DC), diametro da copa (DCO), comprimento
(CF), largura (LF) e relacdo comprimento/largura da folha (C/L), peso da folha (PF), tamanho do
peciolo (TPC), tamanho do pedicelo (TPD), tamanho da bractea (TBR), nimero de flores por
inflorescéncia (F/I) e namero de inflorescéncia por planta (I/P), em quatro espécies de Lippia
nativas do semiarido. Feira de Santana, Bahia.

L. inisgnis L. lasiocalycina L. thymoides L. bromleyana *CV

AP (m) 1,19 1,16a 0,51b 0,560 14,01
DC(mm)  6,37b 7,49 2,24c 5,91b 9,29
DCO(m)  0,69b 0,93a 0,66b 0,25¢ 4,39
CF (cm) 3,470 4,92a 1,05¢ 3,770 9,21
LF (cm) 3,10a 3,453 0,34c 2,61b 13,49
CL (cm) 1,16b 1,39b 1,45a 3,13b 11,95
PF (g) 0,260 0,35a 0,01c 0,26b 17,89
TPC (cm)  1,45a 1,554 0,00c 0,92b 14,64
TPD (cm)  2,90a 2,27¢ 0,00d 2,600 5,70
TBR (cm) 0,6a 0,5a 0,2b 0,5a 16,28
FI 12a 12a 12a 12a 7,22

1P 65a 20b 27b 5c 15,06

*CV=Coeficiente de variacdo. Médias seguidas de letras distintas na linha diferem
entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Os caracteres morfologicos de folhas e flores tem sido utilizados com eficiéncia para
distinguir espécies de plantas, a exemplo dos resultados obtidos por Costa et al. (2011) com
espécies de Jacaranda. Caracteristicas morfoldgicas e anatémicas das folhas contribuiram para
diferenciar duas espécies de Bauhinia (B. forficata e B. variegata), em trabalho realizado por Lusa e
Bona (2009). Jezler et al. (2013) observaram diferencas significativas para o0s caracteres
morfoldgicos &rea foliar e tamanho da planta em dois morfotipos de Lippia alba.

Os valores do coeficiente de variagdo (CV) ocuparam intervalo de 4,39 a 16,28%,
dependendo da variavel analisada. Esses valores sdo aceitaveis para experimentos de campo
(PIMENTEL GOMES, 2000). Outros trabalhos nessa mesma linha tém demonstrado coeficientes de
variacdo semelhante para outras espécies (JANNUZZI et al., 2010; CAMELO et al, 2010).

Em relacdo as caracteristicas agrondmicas verificou-se diferencas significativas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro, para todos os caracteres avaliados (Tabela 3). A espeécie L.
insignis se destacou na producdo de inflorescéncias, estatisticamente superior as demais. Na
producdo de biomassa foliar e caule, L. lasiocalycina apresentou valores superiores em relacdo as
demais espécies estudadas.

O teor e o rendimento de 6leo essencial variaram significativamente entre as espécies
estudadas (Tabela 3). L. thymoides, L. insignis e L. bromleyana produziram os maiores teores de
0leo essencial. L. lasiocalycina produziu o menor teor de 6leo essencial, com uma reducdo de 24%,
41% e 43% em relacdo as especies L. bromleyana, L. insignis e L. thymoides, respectivamente.

Diferencas na producdo de biomassa foliar e no rendimento de 6leo essencial tem sido
verificada até mesmo entre acessos de uma mesma espécie, a exemplo do observado em L. alba, a
qual se detectou diferenca significativa para massa seca foliar, teor e rendimento de 6leos essenciais
(CAMELO et al., 2011; JANNUZZI et al., 2011). O teor de 6leo essencial € uma caracteristica
determinada pela genética da planta, entretanto, fatores ambientais podem modificar a quantidade e
a qualidade de 6leo essencial produzida por uma espécie aromatica. Os dados de literatura
demonstram que existe variacdo na quantidade de Oleo essencial em espécies de Lippia, sendo
encontrados teores calculados com base na massa seca que variam de 0,09% a 2,80% para L. alba
(CAMELO et al., 2011, JANNUZZI et al., 2010 e JANNUZZI et al., 2011), 0,60% a 1,44% em L.
citriodora (SOUZA et al., 2010) e 3,47% a 4,33% em L. sidoides (CHAVES et al., 2008). Essas
diferencas ocorrem ndao somente entre espécies diferentes, mas para mesma espécie cultivadas em

ambientes diferentes.
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Tabela 3. Peso fresco da biomassa foliar (PFBF), peso fresco do caule (PFC), peso fresco das
inflorescéncias (PFI), peso seco da biomassa foliar (PSBF), peso seco do caule (PSC), peso seco das
inflorescéncias (PSI), teor de 6leo essencial (TO) e rendimento de 6leo essencial (RO) em quatro
espécies de Lippia nativas do semiérido baiano. Feira de Santana, Bahia.

L. insignis L. lasiocalycina L. thymoides L. bromleyana *CV

PFBF (g) 105,4b 263,53 7450 107,3b 16,9
PFC (g) 129,80 212,6a 46,6¢ 41,9¢ 23,9
PFI (g) 67,9a 34,1b 12,9¢ 13,0c 15,9
PSBF (g) 31,1b 83,9 22,5b 28,4b 18,5
PSC (g) 50,7b 103,42 17,3¢ 14,9¢ 20,4
PSI (g) 14,42 7,5b 4,70 4,00 24,0
TO (%) 0,99ab 0,58¢ 1,01a 0,82b 9,3

RO (Kg.ha) 18,0a 21,5a 10,8b 10,6b 22,2

*CV = Coeficiente de variacdo. Médias seguidas de letras distintas na linha diferem entre
si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Apesar de L. lasiocalycina ter demonstrado o menor teor de dleo essencial, apresentou
juntamente a L. insignis, os maiores rendimentos de 6leo essencial, significativamente superior a L.
thymoides e L. bromleyana, em virtude desse parametro estd diretamente relacionado com a
quantidade de biomassa produzida. L. lasiocalycina produziu maior quantidade de massa seca foliar
enquanto que L. insignis produziu maior quantidade de massa seca de inflorescéncias, que foram as
partes utilizadas na extracdo do 6leo. Contudo, apesar do teor e rendimento de Oleo serem
parametros agrondmicos importantes, a composicao quimica do mesmo deve ser considerada, tendo
em vista que o valor comercial dos éleos essenciais decorrem do tipo e percentual do componentes

majoritarios.

3.4 CONCLUSOES

Foram encontradas variacdes morfoldgicas e agrondmicas entre as espécies de Lippia
estudadas, o que permite a distingdo das mesmas; L. lasiocalycina e L. insignis se destacaram, entre

as especies estudadas, tanto na producdo de biomassa quanto no rendimento de 6leo essencial.
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CAPITULO II

ANATOMIA FOLIAR, FREQUENCIA DE TRICOMAS E PRODUCAO DE
OLEO ESSENCIAL EM ESPECIES NATIVAS DE LIPPIA**

** “Leaf anatomy, trichome frequency and essential oil production in native species of Lippia”. Artigo

submetido ao periédico Journal of medicinal plants research.
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RESUMO: Diversas espécies do género Lippia apresentam propriedades medicinais comprovadas,
sobretudo antimicrobianas, que se devem principalmente a presenca dos 6leos essenciais. Os 0leos
essenciais sdo produzidos em estruturas secretoras e a sua frequéncia pode influenciar na producao
deste metabolito. O objetivo desse trabalho foi realizar estudo comparativo sobre a anatomia foliar,
frequéncia de tricomas e producdo de Oleo essencial em quatro espécies do género Lippia de
ocorréncia nativa do semiarido baiano. Foram estudadas as espécies: Lippia bromleyana, Lippia
insignis, Lippia lasiocalycina e Lippia thymoides. No estudo micromorfolégico as amostras foliares
foram observadas em microscopio eletrénico de varredura para descricdo e quantificacdo da
frequéncia de tricomas. Cortes transversais da lamina foliar foram feitas a méo livre e visualizados
em miscroscopios de luz binocular na descricdo anatdmica das espécies. Foram identificados seis
tipos de tricomas glandulares uni, bi e tetracelular e trés tipos de tricomas tectores. A espécie L.
bromleyana apresenta como diferencial anatdmico a auséncia de tricomas tectores na face abaxial.
L. thymoides possui tricomas glandulares com contornos irregulares em ambas as faces, maior
frequéncia de tricomas tectores na face adaxial e de tricomas glandulares peltados na face abaxial,
distinguindo-a das demais. A frequéncia de tricomas tectores na face abaxial € superior nas espécies
L. insignis e L. lasiocalycina, as quais sdo mais semelhantes anatomicamente. As espécies L.

thymoides e L. insignis se destacaram na producdo de 6leo essencial.

PALAVRAS-CHAVE: Lippia insignis, L. lasiocalycina, L. bromleyana, L. thymoides,

Verbenaceae.
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ABSTRACT: Several species of the genus Lippia have proven medicinal properties, especially
antimicrobial, which are mainly due to the presence of essential oils. Essential oils are produced in
secretory structures and their frequency can influence the production of this metabolite. The aim of
this study was to perform a comparative study of the anatomy of trichomes frequency and essential
oil production in four species of native occurrence of the genus Lippia Bahia semiarid. Species were
studied: Lippia bromleyana, Lippia insignis, Lippia lasiocalycina and Lippia thymoides. In the
study micromorphological the leaf samples were observed in a scanning electron microscope to
describe and quantify the trichomes frequency. Cross section of the leaf blade were made freehand
and viewed in microscope binocular light on anatomical description of the species. Six types of
glandular trichomes one, two and tetracelular and three types of trichomes were identified. The
species L. bromleyana anatomical features as differential the absence of trichomes on the abaxial
surface. L. thymoides has glandular trichomes with irregular contours on both sides, increased
frequency of trichomes on the adaxial surface and peltate glandular trichomes on the abaxial
surface, distinguishing it from the others. The frequency of trichomes on the abaxial surface is
higher in species L. insignis and L. lasiocalycina, which are more anatomically similar. The species

L. thymoides and L. insignis stood out in the essential oil production.

KEYWORDS: Lippia insignis, L. lasiocalycina, L. bromleyana, L. thymoides, Verbenaceae.
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4.1 INTRODUCAO

O género Lippia é rico em espécies aromaticas, caracterizadas pela producdo de 6leos
essenciais que, Segundo Castro et al. (2005), possuem fungdo na planta tanto para atrair
polinizadores quanto para repelir inimigos naturais. Os Oleos essenciais sdo constituidos de
compostos volateis, principalmente mono e sesquiterpenos, com atividade biol6gica, especialmente,
antimicrobiana. Muitas dessas espécies sdo endémicas do semiarido nordestino, entretanto, apesar
da importancia na medicina popular e do potencial econdmico desse género como fonte de
fitomedicamentos, os estudos sdo restritos a poucas espécies. Entre as espécies abundantes no
semiarido destacam-se L. insigins Moldenke, L. thymoides Mart. e Schauer, L. bromleyana
Moldenke L. lasiocalycina Cham, endémicas do semiarido baiano e ricas em 0leo essencial, sendo
que para a maioria delas ndo ha relatos na literatura sobre aspectos anatémicos, fitoquimicos ou de
atividade biologica.

Os tricomas sdo conjuntos de células da epiderme que se projetam na forma de pélos,
escamas ou papilas (GONCALVES e LORENZI, 2011). Séo classificados em glandulares e nédo
glandulares (tectores), sendo que os glandulares podem ser peltados e capitados (BIASI e
DESCHAMPS, 2009). Segundo Valkama et al. (2003), os tricomas tectores funcionam como
barreira mecénica contra varios fatores externos e os tricomas glandulares estdo envolvidos com a
protecdo quimica, através de liberacdo de substancias lipofilicas, como os Oleos essenciais. A
frequéncia de tricomas na epiderme pode ser indicativo da capacidade de producdo de Oleos
essenciais em determinada espécie aromatica (DESCHAMPS et al., 2006), podendo ser utilizado
como parametro na selecdo de plantas mais produtivas.

Bonzani et al. (2003) observaram tricomas capitados com cabeca uni, tetra e multicelular em
trés espécies de Lippia. Em Lippia scaberrima foram encontrados tricomas capitados e peltados na
face adaxial e abaxial das folhas (COMBRINCK et al., 2007). Tricomas glandulares capitados
foram observados na superficie abaxial, enquanto os tectores puderam ser facilmente encontrados
em ambas as superficies foliares de Ageratum conyzoides L. (Asteraceae) (MILLANI et al., 2008).
Martins et al. (2009) descreveram a presenca de tricomas tectores pluricelulares e tricomas
glandulares captados e peltados na face adaxial e abaxial das folhas de Ocimum gratissimum. Em
Mentha piperita L. var. piperita, tricomas glandulares peltados e capitados foram encontrados em
ambas as faces das folhas, mas ndo foram observados tricomas ndo glandulares (PEGORADO et al.,
2010).

Considerando a importancia das estruturas secretoras, como os tricomas glandulares, em

espécies aromaticas para a producgdo de 0leos essenciais, esse trabalho objetivou realizar um estudo
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comparativo sobre a anatomia foliar, frequéncia de tricomas e producdo de 6leo essencial em L.

bromleyana, L. insignis, L. lasiocalycina e L. thymoides.

4.2 MATERIAL E METODOS

Coleta e cultivo

O experimento foi realizado na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade
Estadual de Feira de Santana, utilizando quatro espécies do género Lippia: L. insignis, L.
bromleyana e L. thymoides coletadas no municipio de Morro do Chapéu - Bahia e L. lasiocalycina
coletada em Santa Terezinha - Bahia. Exsicatas das espécies coletadas foram enviadas ao Herbario
da UEFS (HUEFS) onde foram devidamente identificadas pela especialista Dra. Tania Regina dos
Santos Silva e encontram-se cadastradas com vouchers nimeros 193480 (L. insignis), 193481 (L.
lasiocalycina) 77554 (L. thymoides) e 212549 (L. bromleyana).

As mudas foram produzidas a partir de estacas herbaceas com aproximadamente 15 cm de
comprimento, utilizando-se substrato comercial biomix®. As mudas foram acondicionadas em
bandejas de poliestireno com 128 células e mantidas durante 45 dias em mini-estufa plastica com
nebulizacdo intermitente, a cada 1 hora e 30 minutos, com duracdo de 2 minutos cada, totalizando
oito nebulizacGes por dia. Apds 45 dias do plantio as mudas foram transplantadas para sacos de
polietileno preto com 10 x 25 cm, preenchidos com uma mistura de composto organico e terra
vegetal (1:1), mais fertilizante superfosfato simples (18% de P,0s) na proporcéo de 1kg por m* da
mistura, sendo mantidas em casa de vegetacdo com irrigacdes diarias durante 30 dias. Apds esse
periodo de aclimatacdo as mudas foram transplantadas para area de cultivo, onde o solo foi
previamente capinado e revolvido com enxadao, plantando-se as mudas em covas com 20 x 20 x 20
cm de dimensdo, com espacamento entre plantas de 50 x 100 cm. Plantas da espécie Lippia insignis
foram plantadas em toda circunferéncia do experimento para reduzir o efeito de bordadura.

Com base na analise quimica do solo foi realizada adubagdo organica, 15 dias antes do
plantio, utilizando-se esterco bovino curtido (0,5 litro por cova) e adubacéo fosfatada (15 gramas se
superfosfato simples cova). Durante todo o experimento foram realizadas capinas manuais, a cada

quinze dias, com auxilio de enxada e irrigacGes em dias alternados, utilizando-se microaspersores.

Micromorfologia foliar
Aos 170 dias apds o transplante das mudas para o local definitivo foram coletadas folhas
completamente expandidas do terceiro nd, do apice para a base, do eixo principal das plantas.

Foram utilizadas cinco folhas de cada repeticdo, com quatro repeticdes por espécie, perfazendo o
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total de 20 amostras por espécie. No Centro de Microscopia Eletrénica da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC), porc¢des da regido mediana foliar foram fixadas em glutaraldeido 2,5 % em
tampdo cacodilato de sddio 0,1 M, pH 6,9 por 24 h, lavados em tampdo cacodilato de sddio,
desidratado em série cetnica crescente e secos até o ponto critico em aparelho modelo CPDO030,
marca BALTEC, e cobertos com uma camada de ouro de 30 nm de espessura, utilizando o aparelho
Sputter Coater, modelo SCD 050, marca BALTEC. As amostras foram visualizadas em
microscépio eletrénico de varredura JEOL JSM 6390LV no Centro de Pesquisa Gongalo Muniz da
Fundacdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ). Para avaliacdo da frequéncia de tricomas foram visualizados
40 campos em cada uma das 20 amostras, nas faces abaxial e adaxial das folhas, utilizando o
programa ANATI QUANTI.

Anatomia foliar

Foram coletadas folhas completamente expandidas do terceiro n6, do apice para a base, do
eixo principal da planta. Foram utilizadas trés folhas de cada repeticdo, com quatro repeticdes por
espécie, perfazendo um total de 12 amostras por espécie. As amostras de folhas foram fixadas em

alcool a 70% para posterior analise (Figura 8).

Figura 8. A: Amostras de folhas de Lippia bromleyana Moldenke, L. insignis Moldenke, L.
lasiocalycina Cham. e L. thymoides Mart e Schauer fixadas em alcool 70% para posterior analise.
B: Laminas com se¢des apicais, medianas, basais e do peciolo das folhas para a andlise da
anatomia. C: Microscépio de luz binocular. Feira de Santana, Bahia.

No Laboratério de Micromorfologia Vegetal da UEFS foram retiradas se¢des apicais,
medianas, basais e do peciolo das folhas para a analise da anatomia, utilizando-se o método de
Jeffrey (MACEDO, 1997). No estudo da epiderme foram efetuados cortes paradérmicas, & mao
livre, nas duas superficies da lamina foliar. As amostras obtidas foram coradas com safranina a 1%.
Os cortes transversais da lamina foliar foram feitas & mao livre e coradas com azul de astra e

safranina (KRAUS e ARDUIM, 1997). Ap0s esse processamento, as preparagdes foram analisadas



65

em microscopio de luz binocular e as fotomicrografias foram obtidas em microscépio Olympus

BX51 com sistema de captura digital.

Extracdo de oléo essencial

O Oleo essencial da parte aérea (folhas e inflorescéncias) foi extraido pelo método da
hidrodestilacdo utilizando o aparelho de Clevenger, utilizando-se 50 gramas de matéria seca em
1000 ml de &gua durante 180 minutos, seguindo metodologia proposta por Teles et al. (2012),
contados apds o inicio da condensacdo do vapor no Clevenger (Figura 6). Apos a extracdo, o 6leo
essencial foi adicionado de sulfato de sodio anidro para retidada da agua residual, evitando-se
perdas por hidrélise durante o armazenamento. Posteriormente, com o uso da pipeta do tipo Pasteur,
0 Oleo foi recolhido e acondicionado em recipientes de vidro escuro e pesados em balanca de

precisdo, para o calculo do teor, expresso e g g™ de matéria seca.

Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados (DBC), com quatro
repeticdes e quatro plantas por repeticdo. Para a frequéncia de tricomas e o teor de 6leo essencial 0s
dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey em
nivel de 5% de probabilidade de erro, por meio do Programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2011).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas de Lippia bromleyana, L. insignis, L. lasiocalycina e L. thymoides apresentaram
algumas caracteristicas anatdmicas similares, como: epiderme unisseriada; células epidérmicas com
paredes delgadas anticlinais retas; presenca de tricomas tectores e glandulares na superficie da
epiderme, variando apenas no tipo presente em cada espécie; folhas hipoestomaticas; parénquima
biestratificado, mesofilo dorsiventral e estdmatos do tipo anomocitico (Figuras 9A a 9H). Os
estdbmatos de Lippia bromleyana, L. insignis, L. lasiocalycina e L. thymoides encontram-se no
mesmo plano ou acima das células epidérmicas; as paredes das células estomaticas apresentam

espessamento tipico que se projetam formando pequenas cristas estomaticas.
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Figura 9. Fotomicrografia da secdo transversal da nervura e do mesofilo de Lippia bromleyana
Moldenke (A e B), Lippia insignis Moldenke (C e D), Lippia lasiocalycina Cham. (E e F) e Lippia
thymoides Mart e Schauer cultivadas em Feira de Santana, Bahia. Feira de Santana, Bahia.

Em L. alba (Mill.) N.E. Br. verificou-se que as folhas caracterizaram-se também pela
presenca de uma epiderme simples, estdbmatos situados em ambas as faces; mesofilo formado por
parénquima palicadico uni ou biestratificado, tricomas tectores simples e trés tipos de tricomas
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glandulares (Santos et al., 2004), no entanto, as folhas de dois morfotipos de L. alba (cidreira e
melissa) foram caracterizadas como anfiestomaticas; parénquima palicadico biestratificado para
cidreira e uniestratificado para melissa (JEZLER et al., 2013), diferindo das espécies estudadas
nesse trabalho que possuem folhas hipoestomaticas. Na espécie L. sidoides, Nunes et al. (2000)
observaram a presenca de epiderme uniestratificada com paredes retas a sinuosas, estbmatos
diaciticos e anomociticos em ambas as faces foliares e tricomas tectores e glandulares distribuidos
por toda a epiderme. Apenas estbmatos anomociticos foram identificados nas espécies estudadas.
Cantino (1990) afirma que os estdbmatos do tipo anomocitico e diaciticos sdo o0s mais
frequentemente encontrados em Labiatae e Verbenaceae.

Os tricomas gladulares e tectores estdo presentes em ambas as superficies foliares das
espécies estudadas, concordando com os resultados obtidos com L. alba (JEZLER et al. 2013), L.
sidoides (Nunes et al., 2000), L. turbinata, L. fissicalx, L. grisebaciana e L. intregrifolia
(BASSOLS e GURNI, 2000), diferindo apenas na morfologia e tamanho.

Foram identificados seis tipos de tricomas glandulares uni, bi e tetracelular (Tabela 4). O
tipo | possui cabeca secretora tetracelular, cabeca do colar e pedicelo curto (Figura 10A). No tipo |1
a cabeca secretora é unicelular, possui célula do colar e célula da base (Figura 10A e 11A). O tipo
I11 também apresenta cabeca secretora unicelular, porém a célula do colar € mais larga (Figura 10G)
que a do tipo Il, e célula da base. O tipo IV possui cabeca secretora tetracelular, célula do colar,
pedicelo longo bicelular e célula da base (Figura 11B). No tricoma do tipo V a cabeca secretora é
unicelular, possui célula do colar, pedicelo longo e célula da base (Figura 10F e 11C). O tricoma do
tipo VI apresenta cabeca secretora bicelular, célula do colar e célula da base (Figura 11D). Foram
observados trés tipos de tricomas tectores nas espécies analisadas: tricomas tectores lisos (Tipo 1),

lisos com 7 a 8 células basais (Tipo 1) e tricomas tectores verrucosos (Tipo I11).
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Tabela 4. Descricdo e ocorréncia de tricomas tectores e glandulares em espécies de Lippia nativas
do semiarido baiano e cultivadas na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade
Estadual de Feira de Santana — Bahia. Feira de Santana, Bahia.

Tipo Descrigao Espécie
Tricomas tectores
I Lisos L. insignis, L. thymoides
I Lisos com 7/8 células basais L. bromleyana, L. lasiocalycina
Il Verrucosos L. insignis, L. lasiocalycina

Tricomas glandulares

| Cabeca secretora tetracelular, L.bromleyana, L. lasiocalycina
célula do colar, pedicelo curto.

Il Cabeca secretora unicelular, L. bromleyana, L. insignis, L.
célula do colar, célula da base. lasiocalycina e L. thymoides

1l Cabeca secretora unicelular, L. thymoides
célula do colar mais larga,
celula da base.

IV Cabega secretora tetracelular, L.lasiocalycina
celula do colar, pedicelo longo
bicelular, célula da base.

V  Cabeca secretora unicelular, L. insignise L. lasiocalycina
célula do colar, pedicelo longo
unicelular, célula da base.

VI Cabeca secretora bicelular, L. lasiocalycina
celula do colar, célula da base.

A espécie Lippa bromleyana apresentou epiderme ornamentada, com auséncia de tricomas
tectores na face abaxial, contudo, se verificou a ocorréncia de tricomas glandulares tipo | e Il
(Figura 10A). Na face adaxial ha presenca de tricomas tectores com sete a oito células basais, 0s
quais se encontram proximo a base foliar, na regido do feixe vascular, além dos tricomas
glandulares dos tipos | e Il (Figura 10B) que apresentam as suas células da base subsséssil em
depresséo, adentrando a epiderme. Em L. insignis foram encontrados tricomas tectores verrucosos,
além de tricomas glandulares dos tipos Il e VI na face abaxial (Figuras 10C), enquanto que na face
adaxial verificou-se a ocorréncia de epiderme lisa, com tricomas glandulares do tipo V, tricomas
tectores lisos e de tamanho menor quando comparados aos encontrados na face abaxial da mesma
espécie (Figura 10D). J& em L. lasiocalycina verificou-se a ocorréncia de tricomas tectores
verrucosos mais delgados e em grande quantidade, semelhantes aos encontrados na espécie L.
insignis, e tricomas glandulares dos tipos I, Il, IV e VI (Figura 10E). Na face adaxial verificou-se a
presenca de tricomas tectores lisos, com sete a oitos células na base e tricomas glandulares do tipo

V (Figura 10F). L. thymoides verificou-se a ocorréncia, na face abaxial, de tricomas tectores liso,
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tricomas glandulares do tipo Il apresentando contornos irregulares (Figura 10G). Na face adaxial
foram encontrados, também, os tricomas tectores lisos curtos (assemelhando a espiculas) (Figura
9D), tricomas glandulares do tipo Il e 111 e epiderme lisa (Figura 10H). L. insignis e L. lasiocalycina
apresentam na face abaxial abundancia de tricomas tectores e de tricomas glandulares, sendo esse
um aspecto diferencial em relacdo as demais espécies estudadas.

De forma geral, verificou-se abundancia de tricomas, sejam eles glandulares ou tectores, na
face abaxial das folhas das espécies Lippia bromleyana, L. insignis, L. lasiocalycina e L. thymoides
(Figura 10). Guimaraes et al. (2014) observaram tricomas gladulares e ndo glandulares em folhas de

L. sidoides, sendo que o 6leo essencial encontravam-se armazenados nos tricomas gladulares.
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Figura 10. Eletromicrografia de varredura da face abaxial (A, C, E, e G) e adaxial (B, D, F e H) da
folha de Lippia bromleyana Moldenke (A, B), Lippia insignis Moldenke (C, D), Lippia
lasiocalycina Cham. (E, F) e Lippia thymoides Mart e Schauer (G, H) cultivadas em Feira de
Santana, Bahia. TT = tricoma tector, TGC = tricoma glandular capitado, TGP = tricoma glandular
peltado. Salvador, Bahia.
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Figura 11. Fotomicrografia dos tricomas glandulares tipo Il em Lippia bromleyana Moldenke (A),
tipo IV (B), tipo V (C) e tipo VI (D) em Lippia lasiocalycina Cham. cultivadas em Feira de
Santana, Bahia. Barra de 20pum. Feira de Santana, Bahia.

Foram verificadas diferencas na frequéncia de tricomas entre as espécies estudadas (Tabela
5). Na face abaxial a espécie L. bromleyana ndo apresenta tricomas tectores; a frequéncia de
tricomas tectores foi maior nas espécies L. insignis e L. lasiocalycina em relacdo a L. thymoides. Na
face adaxial verificou-se maior frequéncia de tricomas tectores na espécie L. thymoides. Tricomas
tectores densamente distribuidos nas folhas podem, segundo Werker (2000), funcionar como
barreira mecanica contra alta intensidade luminosa, perda excessiva de agua, entre outros fatores,
caracteristico de espécies do semiarido.

Os tricomas glandulares capitados estdo presentes na face abaxial das quatro espécies
estudadas, porém em maior frequéncia nas espécies L. thymoides e L. bromleyana, respectivamente.
Na face adaxial sdo ausentes na espécie L. thymoides. Tricomas glandulares peltados estéo
presentes, na face abaxial, de todas as espécies estudadas, no entanto, na espécie L. thymoides essa
frequéncia é superior as demais (Tabela 5). Na face adaxial estdo presentes nas espécies L.
bromleyana e L. thymoides em igual frequéncia e ausentes nas espécies L. lasiocalycina e L.

insignis.
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Tabela 5. Frequéncia de tricomas (tricomas por mm?) na face abaxial e adaxial da folha de Lippia
bromleyana, Lippia insignis Moldenke, Lippia lasiocalycina Cham. e Lippia thymoides cultivadas
em Feira de Santana, Bahia. Feira de Santana, Bahia.

L. bromleyana L. insignis L. lasiocalycina L. thymoides *CV

ABAXIAL
TT - 250a 226a 20b 16,47
TGC 48ab 16b 16b 59a 56,07
TGP 79b 71b 83b 476a 20,18
ADAXIAL
TT 4c 20bc 36b 198a 23,13
TGC 16a 12a 12a - 36,98
TGP 52a - - 52a 31,87

TT = tricoma tector, TGC = tricoma glandular capitado e TGP = tricoma glandular peltado.
Médias seguidas de letras distintas na linha diferem entre si pelo Teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade de erro. * CV= Coeficiente de variacéo.

Em relacdo ao teor de dleos essenciais verificou-se diferencas estatisticas entre as espécies
estudadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. As espécies L. thymoides (1,01%) e
L. insignis (0,99%) apresentaram maior teor de Oleo essencial, comparadas a L. lasiocalycina
(0,82%) e L. bromleyana (0,58%), a qual obteve menor teor. O maior teor de éleo na espécie L.
thymoides pode estar relacionado a maior frequéncia total de tricomas glandulares peltados nas
faces abaxiais e adaxiais, pois, segundo Biase e Deschamps (2009), os tricomas glandulares
peltados sdo caracterizados pela capacidade de armazenamento de 6leos essenciais, contudo, essa
mesma relacdo ndo foi verificada na espécie L. insignis. Em estudo semelhante, Biase e Deschamps
(2009) observaram que embora a especie Mentha arvensis (Lamiaceae) tenha apresentado maior
frequéncia de tricomas glandulares peltados, apresentou menor teor de 6leo essencial, levantando a
hipdtese de que outras caracteristicas fisiologicas destas espécies podem ser mais determinantes no

rendimento de 6leo essencial do que a frequéncia de tricomas glandulares peltados.

4.4 CONCLUSOES
A frequéncia e tipos de tricomas sdo caracteristicas que distinguem as espécies de Lippia
estudadas; L. bromleyana se distingue anatomicamente pela auséncia de tricomas tectores na face

abaxial; L. thymoides possui tricomas glandulares com contornos irregulares em ambas as faces
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foliares e maior freqliéncia de tricomas gladulares peltados na face abaxial das folhas, distinguindo-
a das demais espécies estudadas; As espécies L. thymoides e L. insignis se destacaram na produgéo

de éleo essencial, nas condigdes em que foram cultivadas.
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RESUMO: Espécies do género Lippia sdo ricas em 0leos essenciais, 0s quais sdo importantes
fontes de compostos que atuam como antioxidantes e antifungicos naturais. O objetivo desse
trabalho foi determinar a composi¢cdo quimica e avaliar o potencial antioxidante e antifingico dos
Oleos essenciais de L. bromleyana, L. lasiocalycina, L. insignis e L. thymoides, nativas do semiarido
nordestino e cultivadas nas condi¢fes de Feira de Santana, Bahia. Foram realizadas duas colheitas,
sendo a primeira 170 dias apds o transplante das mudas e a segunda 210 dias ap0s a primeira
colheita. As extracdes dos 6leos essenciais foram realizadas pelo método da hidrodestilacdo em
aparelho de Clevenger e a composicao quimica por CG/DIC e CG/EM. A atividade antioxidante foi
avaliada pela capacidade das substancias presentes nas amostras captarem o radical livre DPPH e a
avaliacdo da atividade antifungica através do crescimento miceliano do fungo Moniliophthora
perniciosa, cultivado em meio de cultura B.D.A suplementado com diferentes concentragdes dos
Oleos essenciais. Os Oleos essenciais de L. bromleyana, L. insignis, L. lasiocalycina e L. thymoides
colhidas nas duas épocas diferiram em seus componentes majoritarios, qualitatativamente e
quantitativamente. L. insignis se destacou das demais espécies, apresentando atividade antioxidante
significativamente superior em todas as concentracGes testadas. O dleo essencial de L. bromleyana
inibiu 100% o crescimento miceliano de M. perniciosa em todas as concentracfes testadas,
enquanto que o de L. insignis inibiu 100% o crescimento miceliano a partir da concentragédo de 0,50
uL mL™. Os 6leos essenciais de L. bromleyana e L. insignis se destacaram na atividade antifiingica

contra M. perniciosa, sendo promissores para o controle do fungo.

PALAVRAS-CHAVE: Verbenaceae, Atividade biolégica, Moniliophtora perniciosa.
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ABSTRACT: Lippia species have rich in essential oils, which are important sources of compounds
that act as antioxidants and natural antifungal. The aim of this study was to determine the chemical
composition and evaluate the antioxidant and antifungal potential of the essential oils of L.
bromleyana, L. lasiocalycina, L. insignis and L. thymoides, native to northeastern and grown in
semi-arid conditions of fair Santana, Bahia. Two samples were taken, the first 170 days after
transplanting the seedlings and the second 210 days after the first harvest. The extraction of
essential oils were performed by the method of hydrodistillation in Clevenger apparatus, and
chemical composition by CG/DIC and GC/MS. The antioxidant activity was evaluated by the
ability of substances in samples capture the free radical DPPH and evaluation of antifungal activity
through the mycelium growth of harmful fungus Moniliophthora perniciosa in PDA culture
medium supplemented with different concentrations of the essential oil. The essential oils of L.
bromleyana, L. insignis, L. lasiocalycina and L. thymoides harvested in two seasons differed in their
major components, qualitatatively and quantitatively. L. insignis stood out from the others showing
significantly higher antioxidant activity in all tested concentrations. The essential oil of L.
bromleyana inhibited 100% the mycelial growth of M. perniciosa in all concentrations tested,
whereas L. insignis inhibited 100% mycelial growth at concentrations of 0.50 uL mL-1. The
essential oils of L. bromleyana and L. insignis stood out in antifungal activity against M. perniciosa,

and promising to control the fungus.

KEYWORDS: Verbenaceae, Biological Activity, Moniliophtora perniciosa.



78

5.1 INTRODUCAO

O género Lippia inclui aproximadamente 200 espécies, sendo caracterizado pela presenca de
6leos essenciais com atividade antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2008). Os 6leos essenciais sdo
constituidos por compostos volateis, principalmente de mono e sesquiterpenos e de
fenilpropanoides, metabdlitos que conferem suas caracteristicas organolépticas.

As plantas produzem grande variedade de substancias antioxidantes e 0s compostos
fendlicos compreendem o principal grupo (ESTEVAM, 2006). Muitos estudos vém sendo
realizados no intuito de encontrar substancias naturais com potencial antioxidante e os 6leos
essenciais, sdo importantes nessa busca, pois conseguem neutralizar radicais livres, devido a
presenca de compostos fenolicos em sua composicdo quimica (MORAIS et al., 2006; PEREIRA e
MAIA., 2007; SCHERER et al., 2009, TELES et al., 2014).

Os 0leos essenciais também representam importantes fontes de novos defensivos agricolas,
usados no controle de agentes fitopatogénicos, funcionando como uma opg¢éo ao uso de agrotoxicos
na agricultura, que utilizados de forma indiscriminada tém afetado negativamente ao ambiente e a
salude humana. Por conta disso, ultimamente tem se intensificado a procura de plantas com novas
moléculas com atividade biofungicida, que possam substituir os produtos quimicos e que possuam
baixo ou nulo poder residual, diminuindo o impacto ao ambiente (SILVA e BASTOS, 2007
OOTANI et al., 2013).

A vassoura-de-bruxa é uma doenca do cacaueiro causada pelo fungo Moniliophthora
perniciosa; sua primeira manifestacdo identificada na regido Sul da Bahia ocorreu em 1989
(PEREIRA e VALLE, 2012), sendo rapidamente disseminado e acarretando uma reducdo dréastica
na producdo de cacau, da ordem de 75%, levando o pais da condi¢cdo de exportador a importador
(LUZ et al., 2006). Atualmente pesquisas vém sendo realizadas no intuito de encontrar métodos de
controle do fungo, que sejam economicamente viaveis e causem menos impactos ao meio ambiente
(BASTOS, 1997; SILVA e BASTOS, 2007; CHAUSSE et al., 2011).

Mesmo os Gleos essenciais representando fontes naturais para o desenvolvimento de novos
produtos, capazes de controlar o desenvolvimento de fitopatdgenos e com potencial antioxidante,
muitas espécies vegetais produtoras desses metabdlitos ainda ndo foram estudadas com esse fim. Os
Oleos essenciais de Lippia podem ser uma importante ferramenta no controle do fungo
Moniliophthora perniciosa, pois possuem atividade antimicrobiana.

A composicao quimica do 6leo essencial de muitas espécies de Lippia tem sido investigada,
desde a década de 90, incluindo espécies brasileiras (SALIMENA-PIRES, 1991). Como resultado

foi possivel verificar que os compostos limoneno, B-cariofileno, p-cimeno, canfora, linalool, a-
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pineno e timol sdo os mais frequentemente encontrados (GOMES et al., 2011), variando entre
diferentes espécies e até mesmo na mesma espécie. A importancia da caracterizagcdo quimica dos
metabdlitos secundarios no estudo dos recursos genéticos de plantas medicinais pode ser notada
quando se considera que o objetivo central do melhoramento desse tipo de planta é a produtividade
expressa pelo teor de principios ativos e pela composicdo quimica dos mesmos (OLIVEIRA et al.,
1992), que no caso de plantas aromaticas é principalmente o 6leo essencial.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi realizar a caracterizagdo quimica e avaliar o
potencial antioxidante e antifingico de diferentes concentracdes dos Oleos essenciais de L.
bromleyana, L. lasiocalycina, L. insignis e L. thymoides.

5.2 MATERIAL E METODOS

Coleta e cultivo

O experimento foi realizado na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade
Estadual de Feira de Santana, utilizando quatro espécies do género Lippia: L. insignis, L.
bromleyana e L. thymoides coletadas no municipio de Morro do Chapéu - Bahia e L. lasiocalycina
coletada em Santa Terezinha - Bahia. Exsicatas das espécies coletadas foram enviadas ao Herbario
da UEFS (HUEFS) onde foram devidamente identificadas pela especialista Dra. Tania Regina dos
Santos Silva e encontram-se cadastradas com vouchers nimeros 193480 (L. insignis), 193481 (L.
lasiocalycina) 77554 (L. thymoides) e 212549 (L. bromleyana).

As mudas foram produzidas a partir de estacas herbaceas com aproximadamente 15 cm de
comprimento, utilizando-se substrato comercial biomix®. As mudas foram acondicionadas em
bandejas de isopor com 128 células e mantidas durante 45 dias em mini-estufa plastica com
nebulizacdo intermitente, a cada 1 hora e 30 minutos, com duracdo de 2 minutos cada, totalizando
oito nebulizacGes por dia. Apds 45 dias do plantio as mudas foram transplantadas para sacos de
polietileno preto com 10 x 25 cm, preenchidos com uma mistura de composto organico e terra
vegetal (1:1), mais fertilizante superfosfato simples (18% de P,Os) na proporcdo de 1kg por m® da
mistura, sendo mantidas em casa de vegetacdo com irrigacdes diarias durante 30 dias. Apds esse
periodo de aclimatacdo as mudas foram transplantadas para area de cultivo, onde o solo foi
previamente capinado e revolvido com enxadao, plantando-se as mudas em covas com 20 x 20 x 20
cm de dimensdo, com espacamento entre plantas de 50 x 100 cm. Plantas da espécie Lippia
insignis, foram plantadas em toda circunferéncia do experimento para reduzir o efeito de bordadura.

Com base na analise quimica do solo foi realizada adubacdo orgénica, 15 dias antes do

plantio, utilizando-se esterco bovino curtido (0,5 litro por cova) e adubagéo fosfatada (15 gramas se
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superfosfato simples cova). Durante todo o experimento foram realizadas capinas manuais, a cada
quinze dias, com auxilio de enxada e irrigaces em dias alternados, utilizando-se microaspersores.

A primeira colheita foi realizada no més de novembro de 2011, aos 170 dias apds o
transplante das mudas para 0 campo e, a segunda colheita (rebrota), no més de junho de 2012, 210
dias ap6s primeira colheita.
Extracéo do dleo essencial

O Oleo essencial da parte aérea (folhas e inflorescéncias) foi extraido pelo método da
hidrodestilacdo, utilizando o aparelho de Clevenger, utilizando-se 50 gramas de matéria seca em
1000 ml de &gua durante 180 minutos, seguindo metodologia proposta por Teles et al. (2012),
contados apds o inicio da condensagdo do vapor no Clevenger (Figura 6). Apos a extracao, o Gleo
essencial foi adicionado de sulfato de sddio anidro para retidada da agua residual, evitando-se
perdas por hidrdlise durante o armazenamento. Posteriormente, com o uso da pipeta do tipo Pasteur,
0 Oleo foi recolhido e acondicionado em recipientes de vidro escuro e pesados em balanca de
precisdo, para o calculo do teor, expresso em g g™ de matéria seca e para serem, posteriormente,
analisados quanto a composicao quimica e utilizados nos testes de atividade antioxidante (amostras
de 6leo essencial da primeira colheita) e antifingica (amostras de Oleo essencial de segunda
colheita).
Analise quimica do 6leo essencial

Na analise da composicdo quimica dos compostos volateis utilizou-se as técnicas de
cromatografia gasosa acoplada ao detector por ionizacdo em chama (CG/DIC) na separacdo e
quantificacdo dos componentes do 6leo essencial e cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro
de massas (CG/EM), determinacéo do indice de Kovats' e comparagdo com a registros de bancos de
dados e da literatura (ADAMS, 2007). A quantificacdo dos constituintes identificados foi obtida
com base nas areas dos picos cromatograficos correspondentes, utilizando-se o método da
normalizacdo. Foram utilizados 20 mg do 06leo essencial previamente diluidos em 1 mL de acetato
de etila. Nas andlises por CG/DIC foi utilizado um Cromatdgrafo Shimadzu® CG-2010 equipado
com injetor automatico AOC-20i, coluna capilar Rtx-5 (30 m x 0.25 mm), espessura do filme 0,25
um, temperatura do injetor 220 °C e do detector 240 °C, hélio como gés de arraste (1.2 mL min™),
com programa de temperatura do forno de 60 a 240°C a 3°C.min*, mantendo a 240°C por 20 min,

split de 1:20, volume de injecdo de 1 uL.

L O indice de Kovats é um indice de retencdo que descreve o comportamento de retencdo do composto comparativamente ao de uma
mistura de alcanos de diferentes nimeros de dtomos de carbono. Este indice de retengdo fornece informagdo sobre a seqiiéncia de
eluicdo do composto e varia em fungdo da fase estacionaria e da temperatura, sendo independente das condi¢fes experimentais.
(JANZANTTI et al., 2003)
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Nas analises por CG/EM foi utilizado Cromatografo Shimadzu® CG-2010 acoplado a
Espectrometro de Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu®, com injetor automatico AOC-20i, coluna
capilar DB-5ms (30 m x 0,25 mm), espessura do filme 0,25 um, temperatura do injetor 220C, gas
de arraste hélio (1 mL min™), temperatura da interface e da fonte de ionizacdo 240°C, energia de
ionizacdo 70 eV, corrente de ionizacdo 0.7 kV e programa de temperatura e split igual a descrita
acima.

Avaliacdo da atividade antioxidante

Na analise quantitativa, o teste do sequestro do radical livre DPPH foi realizado de acordo
com a metodologia descrita por MALTERUD et al. (1993), em que se avaliou a capacidade das
amostras testadas, preparadas a partir dos Oleos essenciais de L. bromleyana, L. insignis, L.
lasiocalycina e L. thymoides, em capturar o radical livre estdvel DPPH. Nesse método foi utilizada
uma solucio de 45 ug mL™ de DPPH em MeOH. A partir dessa solugéo foi tomada uma aliquota de
10 mL em que foi diluida em 100 mL de MeOH, obtendo-se a concentracéo desejada de 45ug mL™.
O propilgalato foi utilizado como controle positivo, devido ao poder de sequestrar 100% dos
radicais, sendo preparada uma solucéo metandlica de 5 mg mL™.

Foram testadas cinco concentracdes dos 6leos essenciais, que variaram de 2 a 18 mg mL™,
em que se utilizou como solvente 0 MeOH. O monitoramento da reacdo foi realizado com o auxilio
de um espectrofotdmetro no visivel com A=517 nm e as leituras foram feitas em triplicata. Em cada
cubeta foi adicionado 3 ml da solucdo de DPPH 45 ug mL™ e 50 pl de cada uma das concentragdes
e 50 ul da solugdo de propilgalato (controle positivo). O branco foi feito com 3 mL de MeOH. A
primeira leitura no espectrofotometro UV/VIS em Amax.= 517 nm foi feita com a cubeta contendo
somente a solucdo do DPPH. O valor do ECs, Ou seja, a concentragdo que atinja o sequestro de
50% do radical DPPH foi obtida a partir da derivada das equacdes lineares.

As atividades sequestrantes de DPPH das concentracdes testadas foram expressas em
porcentagem, a partir da seguinte formula: % sequestro = 100 (A0 — At) / (AOp — Ap), em que A0 =
absorbéncia inicial da solucdo de DPPH; At = absorbancia final da amostra apds reacdo com DPPH,;
AOp = absorbancia inicial do padréo e Ap = absorbancia final do padréo.

Atividade antifungica

O fungo Moniliophthora perniciosa (isolado 1188 da micoteca do Laboratorio de
Fitopatologia Molecular do MAPA/CEPLAC/CEPEC/SEFIT) foi previamente cultivado em meio
BDA (batata, dextrose, agar) e mantido em incubadora tipo BOD (Biochemical oxigen demand) a
25 + 1°C, por 20 dias, na Unidade de Biocontrole. Apds este periodo, discos de micélio ativo com

seis milimetros de diametro foram retirados das bordas das placas e colocados no centro de cada
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placa de Petri de nove centimetros de didmetro, contendo as diferentes concentragdes dos 6leos
essenciais de L. bromleyana, L. lasiocalycina e L. insignis, previamente solubilizados em Tween 20
a 1% e incorporados ao meio de cultura, de modo a se obter as concentragdes finais de 0,25, 0,50,
0,75, 1,00 e 1,25 uL mL™ (Figura 12 A, B e C). Como controles foram utilizados placas de Petri
contendo apenas meio BDA (controle absoluto) e placas contendo meio BDA misturado ao
surfactante Tween 20 a 1% (controle relativo). Os tratamentos foram acondicionados em

incubadora tipo B.O.D (Figura 12 D) a 25 + 1°C, durante o periodo de realizacdo do experimento.

Figura 12. A: ldentificacdo do material a ser utilizado no experimento. B: Elermayer contendo as
diferentes concentragdes de dleo essencial de L. bromleyana Moldenke, L. lasiocalycina Cham. e L.
insignis Moldenke. C: Meio de cultura BDA ainda fundente e placas de petri de 9mm de diametro.
D: Incubadora B.O.D a 25°C, onde as placas com os tratamentos ficaram acondicionadas. llhéus,
Bahia.

O crescimento miceliano foi avaliado por meio das medic@es do diametro das coldnias, para
obtencdo do indice de crescimento miceliano (ICM) e porcentagem de inibicdo de crescimento
miceliano. Para essa quantificacdo, considerou-se o didmetro das coldnias como a média de duas
medidas diametralmente opostas realizadas diariamente, até as coldnias fungicas dos controles
atingirem % do diametro da placa. O indice de crescimento miceliano (ICM) foi calculado pela
formula modificada de Nakagava Maguire, adaptada por Oliveira (1992), onde: ICM =
[(C1/N1)+(C2/N2)+...+(Cn/Nn)], sendo C1, C2, Cn = crescimento miceliano do fungo na primeira,

segunda e ultima avaliacdo e N1, N2, Nn = numero de dias ap0s a inoculagdo. A porcentagem de
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inibicdo do crescimento miceliano foi calculada por meio da férmula: % = [(CT - Ct*100] / CT,
onde: CT e Ct correspondem ao crescimento miceliano na testemunha e no tratamento (SILVA e
BASTOS, 2007).
Andlise estatistica

Na avaliacdo da atividade antioxidante o delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado (DIC), com cinco tratamentos, constituidos das concentracdes do Gleo
essencial de L. bromleyana, L. insignis, L. lasiocalycina e L. thymoides (2, 6, 10, 14 e 18 mg mL™)
com trés repeticdes. Na avaliagdo da atividade antifingica o delineamento experimental utilizado
foi DIC com cinco concentracGes de 6leo essencial de L. bromleyana, L. insignis e L. lasiocalycina
(0,25, 0,50, 0,75, 1,00 ¢ 1,25 uL mL™).

Os resultados foram submetidos a anélise de variancia, as medias comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro e a analise de regressao por meio do programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2011).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao quimica do 6leo essencial

A analise quimica do 6leo essencial da espécie Lippia bromleyana na primeira colheita,
resultou na identificacdo de 29 compostos, perfazendo 88,5% da composicdo do 6leo, divididos em
monoterpenos (69,7%), sesquiterpenos (17,0%) e fenilpropanoides (1,8%) (Tabela 6, Anexo H). Os
compostos majoritarios foram oxido de piperitona (37,4%) e limoneno (19,1%). Apenas tracos dos
compostos a-pineno, sabineno e octen-3-ol + B-pineno foram detectados. Na segunda colheita
foram identificados 32 compostos, completando 94,2% da composi¢cdo do Oleo; destes 79,3% séo
monoterpenos, 12,6% de sesquiterpenos e 1,33% de fenilpropanoides (Tabela 7, Anexo 1). Os
compostos majoritarios foram 6xido de piperitona (33,3%) e limoneno (27,7%), demostrando um
perfil quimico semelhante ao da primeira colheita. Apenas tracos de a-pineno, sabineno, B-pineno,
Z-ocimenona, metil timol éter, E-ocimenona e E-B-farneseno foram detectados na amostra
analisada.

Na primeira colheita, para L. insignis foram identificados 32 compostos, correspondendo a
98,5% de compostos identificados, constituido por monoterpenos (93,9%) e sesquiterpenos (4,6%).
O composto majoritario foi o timol (63,3%). Foram detectados apenas tracos dos compostos
sabineno, B-pineno, terpinoleno, acetato de trans-carvila e 6xido de piperitona (Tabela 6, Anexo H).
Na segunda colheita 31 compostos foram identificados, destes 93,8% sdo monoterpenos e apenas

4,61% sesquiterpenos, perfazendo um total de 98,4% da composicédo do 6leo. Apenas tracos de a-
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tujeno, a-pineno, sabineno, B-pineno, hidrato de cis sabineno, terpinoleno, acetato de trans carvila,
Oxido de piperitona, aromandendreno e 6xido de cariofileno foram detectados na amostra analisada.
Mircenona (31,4%), timol (18,2%) e E-ocimenona (12,0%) foram os compostos majoritarios
(Tabela 7, Anexo 1). Portanto, houve diferencas na composi¢do quimica do 6leo essencial de L.
insignis nas duas colheitas, onde o teor de timol reduziu e outros compostos foram detectados como
majoritarios.

A anélise quimica do 6leo essencial da espécie de L. lasiocalycina na primeira colheita
permitiu a identificacdo de 29 compostos, formados pela mistura de compostos monoterpénicos
(74,6%) e sequiterpénicos (14,5%), correspondendo a 89,1% dos constituintes identificados (Tabela
6, Anexo H). Os componentes majoritarios foram E-ocimenona (29,9%), mircenona (15,6%) e
mirceno (12,8%), sendo detectados apenas tragos dos compostos limoneno, 1,8-cineol, Z-B-
ocimoneno, crisantenona e a-terpineol (Tabela 6). Na segunda colheita também foram identificados
29 compostos, com um perfil semelhante de monoterpenos (77,0%) e sesquiterpenos (17,4%), no
entanto, 0s compostos majoritarios (mircenona - 31,4%, B-mirceno - 17,6% e p-cimeno — 14,4%)
apresentaram diferencas quantitativas e qualitativas em relacdo a primeira colheita. Na segunda
colheita, o 6leo essencial de L. lasiocalycina apresentou apenas tragos dos compostos a-pineno, 1,8
cineol, Z-B-ocimeno, E-B-ocimeno, y-terpineno, crisantenona, ipsdienol, borneol e a-terpineol
(Tabela 7, Anexo I).

Em L. thymoides a analise do dleo essencial proveniente da primeira colheita permitiu a
identificacdo de 46 compostos (81,1%), formado pela mistura principalmente de sesquiterpenos
(70,1%) e monoterpenos (10,94%) (Tabela 6, Anexo H). Os compostos majoritarios foram o B-
cariofileno (28,5%) e o germacreno D (14,7%). Tragos de a-tujeno, canfeno, a-felandreno, a-
terpineno, E-B-ocimeno, hidrato de cis-sabineno, terpinoleno, hidrato de trans-sabineno, y-elemeno,
a-gurjuneno, B-bourboneno, d-elemeno, carvacrol, mirtenol, a-mirtenol, terpinen-4-ol, borneol,
trans-verbenol e trans-pinocarveol foram detectados na composicdo do 6leo essencial da espécie.
Contudo, a analise cromatografica do Oleo essencial de L. thymoides, provenientes da segunda
colheita, ndo permitiu uma resolucdo clara dos seus componentes, ndo sendo utilizado para a
avaliacdo da atividade atifingica.

Mudancas na composi¢do quimica do 6leo essencial de espécies aromaticas sdo comuns e,
de acordo com Morais (2009), a idade e o estadio de desenvolvimento da planta podem influenciar
qualitativamente na producdo de metabdlitos secundarios, e podem exercer influéncia conjunta com
os fatores ambientais. Camélo (2010) realizou cinco colheitas em diferentes gendtipos de Lippia
alba e observou diferencas na composi¢do quimica do 6leo essencial, atribuindo essas diferencas a

época de corte. Para a mesma espécie Barros et al. (2009) relacionaram diferencas quantitativas e
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qualitativas na composicdo quimica do 6leo essencial a sazonalidade e as condigdes climéticas, que
segundo os autores, podem beneficiar a biossintese de um constituinte terpenoidico por uma espécie
vegetal, através do favorecimento de sua atividade enzimatica, nesse caso a terpeno-sintase, que é
beneficiada em altas temperaturas; além disso, o autor discorre que as plantas, através de
mecanismos de controle da rota biossintética, favorecem a producéo de determinados constituintes,
dependendo de suas necessidades. Na ocasido da primeira colheita a temperatura do ar, umidade
relativa e pluviosidade foram 24,6°C, 75,9% e 90 mm, respectivamente; na segunda colheita houve
uma diminuicdo da temperatura do ar (23,6°C) e aumento da umidade (77,55%) e diminuicdo da
pluviosidade (69 mm) (Anexo B), 0 que pode explicar essas mudancas na composi¢ao quimica do
6leo essencial das espécies.

Tabela 6. NUumero de compostos identificados (Cl), compostos majoritarios (CM), teor de
monoterpenos (MT), sesquiterpenos (ST) e fenilpropanoides (FP) nos 6leos essenciais de espécies
de Lippia bromleyana Moldenke (LB), Lippia lasiocalycina Cham. (LL), Lippia insignis Moldenke
(L1) e Lippia thymoides Mart e Schauer (LT), colhidas 170 apos o transplante das mudas. Feira de
Santana, Bahia.

Cl CM MT (%) ST (%) FP (%)

LB 29 Oxido de piperitona (37,37%) e Limoneno (19,12%) 69,71 17,02 1,76
LI 32 Timol (63,19%) 74,63 14,49 -

LL 29 E-ocimenona (29,90%), Mircenona (15,64%) e 93,89 4,61 -
Mirceno (12,78%)

LT 46 p-cariofileno (28,50%) e Germacreno D (14,75%) 10,94 70,15 -
- = auséncia na amostra analisada.

Tabela 7. NUumero de compostos identificados (Cl), compostos majoritarios (CM), teor de
monoterpenos (MT), sesquiterpenos (ST) e fenilpropanoides (FP) nos 6leos essenciais de espécies
de Lippia bromleyana Moldenke (LB), Lippia lasiocalycina Cham. (LL), Lippia insignis Moldenke
(LI), colhidas aos 210 dias apds a primeira colheita. Feira de Santana, Bahia.

Cl CM MT (%) ST (%) FP (%)

LB 32 Oxido de piperitona (33,27%) e limoneno (27,69%) 79,27 12,57 1,33

LI 31 Mircenona (25,00), E-ocimenona (12,02) e timol 93,82 4,61 -
(18,16%)
LL 29 Mircenona (31,39%), B-mirceno (12,78%) e p- 77,00 17,36 -

cimeno (17,58%).
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O o6xido de piperitona, composto majoritario da L. bromleyana, € comum em espécies de
Mentha (Lamiaceae), como a M. rotundifolia L., M. longifolia L. (BATH et al., 2002) e M. villosa
Huds. (INNECCO et al., 2003). O limoneno também detectado em grandes quantidades na espécie,
é um monoterpeno usado na agricultura como inseticida para repelir pragas de plantas e na atracdo
inimigos naturais das pragas (IMBRAHIM et al., 2001), presente em diversas espécies do género
Lippia, como a L. citriodora Kunth, L. javanica (Burm. f.), L. junelliana, L. multiflora Moldenke,
L. rotundifolia Cham. e L. scaberrina Soud (SILVA, 2013). O timol, componente majoritario do
6leo essencial da espécie L. insinis € comum em diversas espécies como L. laxibracteata, L.
chevalieri Moldenkee L. multiflora Moldenke, L. grandis Schauer, L. origanoides H.B.K, L.
sidoides Cham., L. gracilis Schauer (SILVA, 2013). Este composto é amplamente utilizado na
industria farmacéutica, com atividade antimicrobiana e antiiflamatoria comprovada (NOSTRO et
al., 2007; FACHINI-QUEIROZ et al.,2012).

O composto E-ocimenoma, majoritario na espécie L. lasiocalycina, tambem foi encontrado
em L. junneliana quimiotipo ocimenona, assim denominado por apresentar como majoritarios os
compostos Z-ocimenona e E-ocimenona (JULIANI et al., 2002). O composto mirceno, também
encontrado em quantidade significante em L. lasiocalycina, € um monoterpeno aciclico com
atividade biologica capaz de interferir na biotransformacdo de drogas, como ciclofosfamidas,
barbituratos, bromobenzeno quando presentes no organismo de mamiferos (DE-OLIVEIRA et al.,
1997). Esse mesmo composto também foi encontrado em outras espécies do género Lippia: L.
lacunosa e L. rodundifolia (LEITAO et al., 2008); L. javanica (VILJOEN et al., 2005).

B-cariofileno e germacreno D, compostos majoritarios do 0leo essencial de Lippia thymoides
sdo comuns em outras espécies congéneres: L. chevalieri Moldenke, L. dulcis Trev., L. graveolens
Kunth, L. lupulina, L. myriocephala Schltdl. e Cham, L. multiflora Moldenke, L. substrigosa
Turcz., sendo também identificados para L. thymoides (SILVA, 2013). Funch et al.(2004) afirma
que a espécie L. thymoides possui como composto majoritario o timol, entretanto, isso ndo foi
verificado nesse trabalho, concordando com os resultados encontrados por Silva (2013). Contudo,
variacGes na composicdo quimica do Oleo essencial em espécies aromaticas sdo esperadas, pois a
época de coleta, condicBes de clima, solo e outros fatores decorrentes do ambiente onde a planta se
encontra podem redirecionar as rotas metabdlicas e interferir na biossintese de diferentes compostos
(SIMOES e SPTIZER, 2003; MORAIS, 2009).

Fazendo uma analise comparativa das espécies estudadas nesse trabalho, observa-se que a
composicdo quimica do 0leo essencial é bem distinta, tanto em relagdo & composigdo por mono e

sesquiterpenos quanto na quantidade de compostos e aos componentes majoritarios. Na espécie L.
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thymoides foram identificados 46 compostos, valor superior as demais espécies, que totalizaram em
média 30 (L. bromleyana) 29 (L. lasiocalycina) e 32 (L. insignis). Essas trés Gltimas espécies
apresentaram padrdo semelhante em relacdo a composicdo do éleo em mono e sesquiterpenos,
sendo que os seus Gleos essenciais sdo compostos principalmente por monoterpenos, enquanto que
0 Oleo essencial de L. thymoides é composto em sua maior parte por sesquiterpenos. Essa
peculiaridade na composicdo quimica do 6leo essencial de L. thymoides também foi verificada por
Silva (2013). Os sesquiterpenos sao em geral, menos volateis que 0s monoterpenos, com maior
namero de carbonos, no entanto, podem influenciar o odor dos 6leos essenciais nas espécies em que
ocorrem (CASTRO et al., 2004). Fenilpropanoides (acetato de E-cinamila e benzoato de benzila)
foram identificados apenas no 6leo essencial da espécie L. bromleyana.

As estrturas quimicas dos compostos dos 6leos essenciais identificados em L. bromleyana,

L. lasiocalycina, L. insignis e L. thymoides encontram-se em Anexo (Anexo ).

Atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante revelou que nas espécies L. thymoides, L.
bromleyana e L. lasiocalycina o valor de ECs, encontrado foi superior a maxima concentracéo
utilizada, ou seja, para que a atividade antioxidante dessas espécies alcance 50% as concentragdes
usadas de 6leo essencial devem ser 262, 72 e 61mg mL™, respectivamente. Apenas em L. insignis o
valor de ECsy ficou dentro das concentracdes testadas, que foi de 17mg mL™. Silva (2013) testou a
atividade antioxidante do 6leo essencial da espécie L. thymoides coletada em diferentes épocas do
ano, sendo gque as amostras colhidas no outono, inverno e primavera nao chegaram a efetuar 50% de
seqtiestro de DPPH na concentracao de 243 ug mL™.

Houve diferenca significativa na concentracdo de 18 mg mL™ para todas as espécies
testadas. A espécie L. insignis se destacou em relacdo as demais espécies estudadas, apresentando
atividade antioxidante significativamente superior em todas as concentrac@es testadas (Figura 13).
A maior atividade antioxidante foi verificada na espécie L. insignis (52,3%), seguida de L.

lasiocalycina com 15,1%, L. bromleyana (13,2%) e L. thymoides com apenas 4,3% (Figura 13).
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Figura 13. Atividade antioxidante dos dleos essenciais das espécies Lippia thymoides Mart e
Schauer, Lippia bromleyana Moldenke, Lippia lasiocalycina Cham. e Lippia insignis Moldenke, na
conecntracdo de 18mg mL™. Letras diferentes nas barras diferem entre si, pelo Teste de Scott Knott
ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Feira de Santana, 2014.

Essa maior atividade pode ser explicada pelo fato de L. insignis apresentar como composto
majoritario o timol (63,19%) (Tabela 6), que € um composto fendlico. Os compostos fendlicos tém
apresentado acdo antioxidante natural em estudos recentes, podendo agir como redutor de oxigénio
singleto, atuando nas reacGes de oxidacdo lipidica, ou mesmo na quelacdo de metais. Assim, 6leos
essenciais ricos em compostos fenolicos, como o timol, por exemplo, sdo, na maioria das vezes,
mais ativos (TOMAINO et al., 2005; BOSCARDIN 2009). Bedoya et al. (2012), em estudo da
atividade antioxidante do Oleo essencial de L. origanoides, encontraram valores da capacidade
antioxidante de 558 mg mL™ para DPPH, os quais atribufram a inativacdo dos radicais,

principalmente pela alta porcentagem de timol (73%).

Atividade antifungica

O Oleo essencial de L. bromleyana inibiu em 100% o crescimento miceliano de
Moniliophtora perniciosa em todas as concentracdes testadas. Obteve-se 100% de inibicdo para o
6leo essencial de L. insignis, a partir da concentragdo de 0,50 pL ml™. No 6leo essencial de L.
lasiocalycina houve um aumento gradativo da porcentagem de inibicdo do crescimento miceliano a

medida que se aumentava a concentracdo do 0leo essencial (Figura 14, Tabela 8).
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Figura 14. Crescimento micelial de Moniliophytora perniciosa cultivado em meio BDA
suplementado de diferentes concentrac@es de 6leo essencial de Lippia bromleyana Moldenke (LB),
Lippia insignis Moldenke (LI) e Lippia lasiocalycina Cham. (LL), comparados aos controles
absoluto (Controle) e relativo (Controle T). IIhéus, Bahia.

A acdo fungicida de 6leos essenciais contra M. perniciosa foi comprovada para as espécies
Piper callosum Ruiz e Pav, Piper marginatum Jack var. anisatum, nas concentracdes de 0,75 pL
mL™* e 1 uL mL™, respectivamente (SILVA e BASTOS, 2007) e para Ocimum selloi, Mentha
arvensis e Syzygium aromaticum, a partir da concentragdo de 0,75 pL mL™ (CHAUSSE et al.,
2011).
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Tabela 8. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de M. perniciosa cultivado em meio de
cultura BDA suplementado com diferentes concentragdes de 6leo essencial de Lippia bromleyana
Moldenke, L. insignis Moldenke e L. lasiocalycina Cham. Ilhéus, Bahia.

Concentragdo L. bromleyana L. insignis L. lasiocalycina

(uL mL™)

0,25
0,50
0,75
1,00
1,25

100,00a
100,00a
100,00a
100,00a
100,00a

68,72b
100,00a
100,00a
100,00a
100,00a

75,81b
63,18b
66,64b
75,05b
91,05a

Meédias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo Teste de

Scott- Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Os resultados desse trabalho corroboram com estudos feitos com 0Oleos essenciais de outras

espécies de Lippia. Em trabalho realizado na Colémbia com 0Oleos essenciais extraidos de L. alba,

L. citriodora e L. origanoides, Lozada et al. (2012) observaram 100% de inibicdo do crescimento

micelial de Moniliophtora roreri, fungo causador da moniliase no cacau, quando usados nas

concentracdes 800-1000 pg mL™. Em L. sidoides Souza Janior et al. (2009), observaram que 1 puL

mL™ inibiu totalmente o crescimento micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides, causador

da antracnose no maracuja. O 6leo essencial de L. origanoides, coletada em diferentes épocas, teve

efeito antinfungico sobre Aspergilus niger, mesmo na menor concentracdo avaliada (TELES et al.,

2014).

A média do crescimento micelial de M. perniciosa com a utilizacdo dos 6leos essenciais
das espécies foi de 0 (ndo houve crescimento); 0,45 e 1,85 cm para L. bromleyana, L. insignis e
L. lasiocalycina, respectivamente (Tabela 9). Em contraste, no controle absoluto o fungo
cresceu em média 6,63 cm (Figura 14). Testando diferentes concentraces do 6leo essencial de
L. origanoides sobre o crescimento micelial de Aspergillus niger, Teles (2014) observou

crescimento de 0,23 a 1,42 cm, sendo que no tratamento controle o fungo cresceu 8,0 cm.
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Tabela 9. indice de crescimento micelial (cm) de M. perniciosa cultivado em meio de cultura BDA
suplementado com diferentes concentracdes de Oleo essencial de Lippia bromleyana Moldenke, L.
insignis Moldenke e L. lasiocalycina Cham. Ilhéus, Bahia.

Concentragdo L. bromleyana L. insignis L. lasiocalycina

(uL mL™)
0,25 0,00a 2,25b 2,65b
0,50 0,00a 0,00a 2,40b
0,75 0,00a 0,00a 1,80b
1,00 0,00a 0,00a 1,74b
1,25 0,00a 0,00a 0,64a

Meédias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

O dleo essencial de L. bromleyana inibiu totalmente o crescimento micelial de M. perniciosa
em todas as concentracdes utilizadas, ou seja, na menor concentracdo (0,25uL mL™) ja houve
inibicdo total do crescimento do fungo. Nas demais espécies a analise de regressdo para a
porcentagem de inibicdo demonstrou uma resposta quadratica em relacdo ao 6leo essencial de L.
lasiocalycina, indicando que aumento na concentracdo do Oleo essencial representa aumento na
porcentagem de inibicdo do fungo, sendo que a inibicdo minima foi de 64,3% na dose 0,63 pl mL™
(Figura 15B). L. insignis também apresentou uma resposta quadratica, indicando que o aumento na
concentracdo do Oleo essencial representa 0 aumento na porcentagem de inibicdo do fungo e
alcanca 100% de inibic&o na dose 0,92 pl mL™*(Figura 15A).
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Figura 15. Porcentagem de inibicdo de M. perniciosa em diferentes concentracdes do 6leo
essencial de Lippia insignis Moldenke (A) e Lippia lasiocalycina Cham. (B). Ilhéus, Bahia.

A atividade antifangica do déleo essencial de L. bromleyana pode estar associada a um de
seus compostos majoritarios, o limoneno (Tabela 7). A acdo fungicida do limoneno foi testada
contra o fungo Trichophyton robum, comprovando sua acdo fungicida (CHEI et al., 2009). Morei et
al. (2012) testaram a atividade antifingica de doze monoterpenos, entre eles o timol e o limoneno,
contra fungos fitopatogénicos (Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Penecillium digitatum e
Aspergilus niger) e concluiram que o timol e o limoneno possuem atividade antifingica, sendo o
timol mais potente. Isso explica também o fato do dleo essencial de L. insignis apresentar atividade

antifangica, ja que o timol é um dos compostos majoritarios dessa espécie.
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Figura 16. indice de crescimento micelial de M. perniciosa em diferentes concentracbes do 6leo
essencial de Lippia insignis Moldenke (A) e Lippia lasiocalycina Cham. (B). Ilhéus, Bahia.

O oleo essencial de L. lasiocalycina apresentou uma resposta linear (Figura 16B) para a

variavel crescimento micelial do fungo, indicando que o0 aumento na concentragdo do 6leo essencial

dessa espécie corresponde a uma diminuicdo do crescimento micelial de M. perniciosa. O dleo

essencial de L. insignis apresentou resposta quadratica para esse parametro, revelando que um
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aumento na concentracdo de Oleo essencial representa uma diminuicdo da velocidade de

crescimento miceliano, alcangando seu crescimento minimo de 4,06 cm na dose de 0,92 puL mL™.

5.4 CONCLUSOES

A composicdo quimica dos 6leos essenciais das espécies estudadas apresenta grande
variacdo, com poucos compostos comuns as quatro espécies; ha predominancia de monoterpenos
nos 6leos essenciais das espécies L. bromleyana, L. lasiocalycina e L. insignis e de sesquiterpenos
para L. thymoides. Fenilpropanoides estdo presentes apenas em Gleo essencial da espécie L.
bromleyana; A época de colheita afeta a composicdo quimica dos 6éleos essenciais das espécies
estudadas. Os testes in vitro indicaram que o 6leo essencial de L. insignis apresenta potencial
antioxidante. O 0leo essencial de L. bromleyana apresenta maior potencial antifungico contra M.

perniciosa.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Lippia bromleyana apesar de produzir menor teor de 6leo essencial possui potencial
antifingico contra M. perniciosa. L. insginis produz maior teor e rendimento de 6leo essencial, tem
potencial ornamental com boa producédo de inflorescéncias, potencial antifingico e antioxidante. L.
lasiocalycina tem maior rendimento de biomassa foliar e 6leo essencial e L. thymoides produz alto
teor de dleo essencial.

As espécies L. bromleyana, L. insignis, L. lasiocalycina e L. thymoides representam recursos
genéticos de grande valor, pois além de serem nativas e/ou endémica da regido do semiarido baiano,
possuem potencial de cultivo e producdo de dleo essencial. Caracteristicas morfolégicas e
anatémicas contribuem para a distin¢do das espécies estudadas. Os 0leos essenciais dessas espécies
apresentam grande potencial de uso por parte da industria, como fonte de compostos antioxidantes e
antifangicos. Sao necessarios futuros trabalhos para determinar concentracdes mais eficazes no
estudo de antioxidantes naturais e estudos in vivo para determinar a eficacia dos 6leos essenciais e
seus principais compostos sobre o crescimento de M. perniciosa. Considera-se ainda a necessidade
de estudos para a caracterizacdo molecular dessas espécies, obtendo-se estimativas de distancias
genéticas entre 0s genoétipos e, assim, acesso a variabilidade existente, 0 que podera direcionar

novos esforgos de coletas do germoplasma existente.
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ANEXO A

Coordenadas geogréficas, altitude e locais de coleta das espécies estudadas. Feira de Santana,
Bahia.

Espécie Latitude Longitude Altitude Cidade
(S) (W) (m)
L. bromleyana 11°37° 45.0” 41°00°13.7 905 Morro do Chapéu
L. insignis 11°34° 7.6 41°10°14.7 1071 Morro do Chapéu
L. thymoides 11°35° 6.7” 41°12°22.2” 1075 Morro do Chapéu

L. lasiocalycina - - - Santa Terezinha
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ANEXO B

Médias da temperatura (°C), umidade (%) e pluviosidade (mm) na regido de Feira de Santana — BA,
no periodo de realizacdo do experimento (Janeiro a Novembro de 2012). Feira de Santana, Bahia.

2011 Temperatura (°C) Umidade (%)  Precipitacdo (mm)
JAN 28,2 79,7 10,5
FEV 28,3 81,6 29,4
MAR 28,5 81,1 33
ABR 27,7 79,7 11,1
MAI 24,0 79,0 64,0
JUN 24,6 82,6 61,5
JUL 22,4 75,8 28,0
AGO 22,2 76,1 33,0
SET 23,0 70,9 21,0
ouT 25,1 72,1 143,0
NOV 24,6 75,9 90,0
DEZ 25,3 76,3 53,0
2012 Temperatura (°C) Umidade (%)  Precipitacdo (mm)
JAN 26,31 67,38 22,0
FEV 25,72 70,98 15,0
MAR 26,12 67,91 5,0
ABR 26,09 68,48 21,0
MAI 24,85 78,87 61,0
JUN 23,61 77,55 69,0
JUL 22,65 78,52 19,0
AGO 23,23 71,76 5,0
SET 25,32 63,34 24,0
ouT 24,10 71,86 31,0
NOV 25,98 70,3 62,0

Fonte: INMET - Instituto Nacional de Meteorologia. http://www.inmet.gov.br/
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ANEXO C

Anélise quimica do solo no local onde foi realizado o experimento, na Unidade Experimental Horto

Florestal. Feira de Santana, Bahia.

Ph Al Ca Mg Ca+Mg K Na H+Al P
H,0 cmol. dm™ mg dm”
49 0,1 1,7 0,7 2,4 0,27 0,24 2,64 6

Fonte: Laboratorio de Solos e Nutricdo de Plantas da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura,
localizada no municipio de Cruz das Almas- Bahia.



103

ANEXO D
Detalhes da espécie Lippia thymoides Mart. e Schauer: Ramo, flor, folha, bréactea, estames.
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Prancha: Carla Teixeira
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ANEXO E
Detalhes da espécie Lippia insignis Moldenke: Ramo, flor, folha, bréctea, estames.

it .

Prancha: Carla Teixeira
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ANEXO F
Detalhes da espécie Lippia lasiocalicina Cham.: Ramo, flor, folha, bractea, estames.

Prancha: Carla Teixeira
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ANEXO G

Detalhes da espécie Lippia bromleyana Moldenke: Ramo, flor, folha, bractea, estames.

Prancha: Carla Teixeira
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ANEXOH

Constituintes quimicos do 6leo essencial de Lippia lasiocalycina Cham. (LL), L. bromleyana
Moldenke (LB), L. insignis Moldenke (LI) e L. thymoides Mart e Schauer (LT) cultivadas na
Unidade Experimental Horto Florestal, Feira de Santana, Bahia, 2014 e colhidas 170 dias apds o
transplante das mudas. CM = Compostos majoritarios. NC= Numero de compostos identificados.

M= Monoterpenos. S= Sesquiterpenos. F= Fenilpropanoides.

Composto 1K it 1K carc LB (%) LI (%) LL (%) LT (%)
a-tujeno 930 928 0,33 0,40 - t
a-pineno 939 935-39 t 0,03 0,37 0,77
canfeno 954 951 - - - t
sabineno 975 975-77 t t 0,55 1,17
B-pineno 977 978 t t - 0,37
B-mirceno 990 989-95 0,26 2,58 12,78 0,28
a-felandreno 1002 1003 - - - t
a-terpineno 1017 1017 - 1,02 - t
p-cimeno 1026 1024-29 2,07 3,73 3,95 1,16
limoneno 1029 1032-34 19,12 1,29 t 1,76
1,8-cineol 1031 1035 - - t 2,16
Z-B-ocimeno 1037 1040 - - t -
E-B-ocimeno 1050 1051 - 0,25 0,48 t
y-terpineno 1059 1059-63 2,40 7,62 1,15 1,95
hidrato de cis-sabineno 1070 1067 - 0,09 - t
terpinoleno 1088 1087 - t - t
hidrato de trans-sabineno 1096 1097 - - - t
linalol 1096 1100 1,97 0,44 0,92 -
trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 1122 1120 0,74 - - -
crisanthenona 1127 1128 - - t -
trans-pinocarveol 1139 1139 - - - t
cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 1137 1135 0,43 - - -
trans-verbenol 1144 1145 - - - t

ipsdienol 1145 1149 - 0,23 0,88 0,60




mircenona

borneol

terpinen-4-ol
a-terpineol

mirtenol
trans-carveol
Z-ocimenona

metil timol éter

timol

E-ocimenona
geraniol

geraniale

carvacrol

d-elemeno

acetato de trans-carvila
piperitenona
a-cubebeno

Oxido de piperitenona
a-Copaeno
B-bourboneno
B-cubebeno + B-elemeno”
B-elemeno
a-gurjuneno
p-cariofileno
a-trans-bergamoteno
y-elemeno

a-guaieno
aromadendreno
acetato de E-cinamila
trans-muurola-3,5-dieno
a-humuleno

E-B-farneseno

1149 1153
1169 1167
1170 1177
1188 1193
1195 1195
1216 1218
1229 1237
1235 1235
1238 1240
1238 1250
1252 1259
1267 1274
1298 1295
1338 1340
1342 2341
1343 1345
1348 1351
1368 1378
1377 1377
1388 1384

1388/1390 1389/1391
1390 1393
1409 1408

1419 1419-24

1434 1437
1436 1435
1439 1442
1441 1441
1446 1446
1453 1453

1454 1455-58

1456 1457

1,29

0,45

0,10

0,83
1,90

37,37

1,33
0,43

0,47

0,60

0,27

8,18 15,64

- 1,90
0,39 -
0,07 t
0,82 5,50
1,27 -
63,27 -
1,89 29,91

- 0,32

- 0,28
0,32 -

t -

t -

- 1,35
1,57 2,95

- 1,19
0,18 -
0,44 1,21

0,39

2,15

0,58

1,76

2,29
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allo-aromadendreno 1460 1463 - - - 0,65
germacreno D 1485 1481 - 0,53 0,51 14,69
trans-muurola-4(14),5-dieno 1493 1493 - - - 1,91
a-muuroleno 1500 1499 - - - 1,51
biciclogermacreno 1500 1500 3,52 1,0 0,62 -
cupareno+p-bisaboleno* 1505 1505 - - - 1,70
B-bisaboleno 1505 1509 5,87 - - -
a-bulneseno 1509 1509 - - 0,75 -
Cubebol 1515 1515 - - - 1,73
d-cadineno 1523 1523 1,44 - - -
cis-calameneno 1529 1524 - - - 3,46
trans-cadina-1,4-dieno 1534 1533 - - - 1,39
germacreno B 1561 1560 - - - 3,67
espatulenol 1578 1579 2,83 0,56 3,02 -
oxido de cariofileno 1583 1582-88 0,70 0,33 2,89 3,0
a-muurolol 1646 1647 - - - 0,77
benzoato de benzila 1760 1763 1,29 - - -
Monoterpenos 69,71 93,89 74,63 10,94
Sesquiterpenos 17,02 461 1449 70,15
Fenilpropanoides 1,76 - - -
Total de compostos identificados 88,49 98,50 89,12 81,09

*Kl= indice de Kovats da literatura; 1Ky = indice de Kovats calculado (t): tragos do composto - = ausente na espécie.
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ANEXO |

Constituintes quimicos do dleo essencial de Lippia lasiocalycina Cham. (LL), L. bromleyana
Moldenke (LB) e L. insignis Moldenke (LI) cultivadas na Unidade Experimental Horto Florestal,
Feira de Santana, Bahia, 2014 colhidas aos 210 dias ap06s a primeira colheita. CM = Compostos
majoritarios. NC= Numero de compostos identificados. M= Monoterpenos. S= Sesquiterpenos. F=

Fenilpropanoides.

Composto 1K it IKe LB(%) LI(%) LL (%)
a-tujeno 930 928 0,28 t -
a-pineno 939  935-39 t t t
sabineno 975  975-77 t t 1,33
B-pineno 977 978 t t -
B-mirceno 990 989-95 0,40 5,39 17,58
a-terpineno 1017 1017 - 0,94 -
p-cimeno 1026 1024-29 2,79 5,20 14,40
limoneno 1029 1032-34 27,69 5,01 1,07
1,8-cineol 1031 1035 - - t
Z-B-ocimeno 1037 1040 - - t
E-B-ocimeno 1050 1051 - 0,68 t
y-terpineno 1059 1059-63 3,54 7,16 t
hidrato de cis-sabineno 1070 1067 - t -
terpinoleno 1088 1087 - t -
linalol 1096 1100 2,55 4,17 2,33
trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 1122 1120 0,94 - 0,78
crisanthenona 1127 1128 - - t

cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 1137 1135 0,78 - -

ipsdienol 1145 1149 - 0,91 t
mircenona 1149 1153 0,26 25,00 31,39
borneol 1169 1167 - - t

terpinen-4-ol 1170 1177 - 0,28 -




a-terpineol 1188 1193 - 0,58 t
trans-carveol 1216 1218 0,59 - -
Z-ocimenona 1229 1237 t 4,52 4,80
metil timol éter 1235 1235 t 0,89 -
E-ocimenona 1238 1250 t 12,02 0,77
geraniol 1252 1259 - - 1,55
geranial 1267 1274 - - 1,00
timol 1290 1296 0,31 18,16 -
carvacrol 1298 1295 2,57 2,91 -
acetato de trans-carvila 1342 2341 0,87 t -
piperitenona 1343 1345 2,20 - -
oxido de piperitenona 1368 1378 33,27 t -
B-elemeno 1390 1393 - - 0,55
p-cariofileno 1419 1419-24 0,81 1,53 2,26
a-trans-bergamoteno 1434 1437 0,72 - -
a-guaieno 1439 1442 - - 2,27
aromadendreno 1441 1441 - t -
acetato de E-cinamila 1446 1446 0,47 - -
a-humuleno 1454 1455-58 0,66 0,45 1,12
E-B-farneseno 1456 1457 t - -
germacreno D 1485 1481 - 1,01 0,91
biciclogermacreno 1500 1500 2,52 1,10 t
B-bisaboleno 1505 1509 6,75 - -
a-bulneseno 1509 1509 - - t
d-cadineno 1523 1523 0,92 - -
espatulenol 1578 1579 1,10 0,52 3,12
oxido de cariofileno 1583 1582-88 0,32 t 7,13
benzoato de benzila 1760 1763 0,86 - -
Monoterpenos 79,27 93,82 77,00
Sesquiterpenos 12,57 461 17,36
Fenilpropanoides 1,33

Total de compostos identificados 94,17 98,43 94,36
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ANEXO J

Estruturas quimicas dos compostos presentes nos leos essenciais das espécies Lippia bromleyana
Moldenke, Lippia lasiocalycina Cham., Lippia insignis Moldenke e Lippia thymoides Mart e
Schauer.

1,8-cineol Ipsdienol a-felandreno a-pineno
OH
W
O
Borneol Canfeno Carvacrol Hidrato de cis-sabineno

HO
HO.. OH L__H

Limoneno Linalol Mirceno Mirtenol

HO
W\)\ )\/\)k/ OH
AN

Sabineno Terpinoleno Timol Trans carveol

H OH

OH



113

Allo-aromandendreno a-muroleno Biciclogermacreno Germacreno-D
_ _
7
a-gurjeneno B-cariofileno B-elemeno B-mirceno
H —
H:
4 /
Transpinocarveol Trans-p-menta-2,8-dien o terpineol Cis-p-menta-2,8-dien-
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OH H OH
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