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RESUMO

PINTO, Vanderson dos Santos. Progénies de meios-irmaos de erva-baleeira (Varronia
curassavica Jacq.): extrato aquoso, 6leo essencial, rebrota, colheita em duas épocas e
atividade antiprotozoaria sobre Ichthyophthirius multifiliis. Sdo Cristovao: UFS, 2022. 84p.
(Tese - Doutorado em Agricultura e Biodiversidade)*

A espécie medicinal e aromatica Varronia curassavica apresenta grande diversidade quimica. Os
compostos E-cariofileno e viridiflorol, constituintes do Oleo essencial da espécie conferem
expressiva atividade antiprotozodria contra o Ichthyophthirius multifiliis causador da doenca de
“pontos brancos” em peixes. Esse parasita provoca redugdo da produtividade e sobrevivéncia do
peixe em ambiente de cultivo. O melhoramento genético é uma das principais formas de obtencédo
de cultivares de plantas aromaticas com alto teor de compostos de interesse visando a aplicacdo
industrial e adaptadas as condic¢des climéticas do pais. Além disso, a dgua residual obtida apds o
processo de extracdo do 6leo essencial por hidrodestilacdo também pode ser Util no controle desse
parasita. Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi obter e avaliar progénies de meios-irméos de V.
curassavica, obter e avaliar a agua residual (que foi denominada extrato aquoso) produzida na
hidrodestilacdo de dois acessos, os Oleos essenciais, a rebrota, a colheita em duas épocas e a
atividade antiprotozoaria sobre I. multifiliis. Os ensaios foram conduzidos na fazenda experimental
“Campus Rural da UFS” e na Embrapa tabuleiros Costeiros. Para o primeiro ensaio foi avaliada a
composicdo quimica e a atividade antiprotozoaria do extrato aquoso obtido na hidrodestilagdo dos
acessos VCUR-202 e VCUR-503 sobre o protozoario I. multifiliis. No segundo experimento
avaliou-se as progénies de meios-irmé&os obtidas de sementes colhidas nas plantas do acesso VCUR-
503, quimiotipo E-cariofileno e viridiflorol. Foram avaliadas 88 progénies de meios-irmé&os e o
acesso genitor feminino (VCUR-503) quanto as caracteristicas morfoagronémicas, quimica e
atividade antiprotozodaria. No terceiro ensaio avaliou-se a influéncia da colheita em duas épocas
(seca e chuvosa) no teor, rendimento e composi¢do quimica do dleo essencial das progénies de
meios-irmaos. O extrato aquoso obtido de ambos acessos de V. curassavica se mostraram
toxicos ao I multifiliis, com CLso de 150,46 mg.L! para VCUR-202 e 121,67 mg.L"! para
VCUR-503 em trofontes; e CLso para a fase tomonte de 199,63 mg.L' para VCUR-202 e
122,65 mg.L! para VCUR-503. A analise de agrupamento morfoldgico indicou a presenca de
dois grupos distintos morfologicamente. Para o teor de 6éleo essencial 71% das progénies de
meios-irmaos foram superiores ao parental VCUR-503. A anélise de agrupamento quimico
evidenciou a formacéo de dois grupos, sendo o grupo Il formado por 22 progénies com maiores
médias dos compostos a-pineno (7,92%), E-cariofileno (7,77%) e viridiflorol (46,74%).
Progénies de meios-irmaos com teores de viridiflorol entre 42,41% e 64,74% proporcionaram
mortalidade do protozoario na concentragio de 10 mg.L™ que variaram entre 35% e 72%.
Observou-se que a progénie com maior teor de viridiflorol, ndo foi a que causou maior
mortalidade do protozoario. Verificou-se que além do E-cariofileno, outros compostos podem
atuar de forma sinergistica com o viridiflorol, enquanto compostos como a-pineno e
germacreno D, podem atuar de foma antagonica, reduzindo a atividade antiprotozoéria do 6leo
essencial. Dois grupos quimicos também foram observados em ambas épocas de colheita das
progénies de meios-irméos, o Grupo I rico em a-pineno e E-cariofileno, e Grupo Il contendo a-
pineno, E-cariofileno e viridiflorol. O parental VCUR-503 e 14 progénies tiveram producao de
o0leo essencial superior na época seca. Em média, o composto E-cariofileno foi produzido em
maior quantidade na época chuvosa, enquanto o viridiflorol foi maior na época seca.

Palavras-chave: Varronia curassavica; melhoramento vegetal; 6leo essencial; agua residual;
sazonalidade; Ichthyophthirius multifiis.

* Comité Orientador: Prof. Dr. Arie Fitzgerald Blank — UFS (Orientador), Alexandre Nizio Maria — Embrapa (Co-
orientador).
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ABSTRACT

PINTO, Vanderson dos Santos. Half-sib progenies of tropical black sage (Varronia
curassavica Jacq.): aqueous extract, essential oil, regrowth, harvest in two seasons and
antiprotozoal activity against Ichthyophthirius multifiliis. So Cristévdo: UFS, 2022. 84p.
(Thesis — Doctor of Science in Agriculture and Biodiversity)*

The chemical diversity of the medicinal and aromatic species Varronia curassavica is
exceptionally rich. The essential oil of the species contains (E)-caryophyllene and viridiflorol
compounds, which confer strong antiprotozoal activity against Ichthyophthirius multifiliis, the
causal agent of the so-called white spot disease in fish. This parasite reduces fish productivity
and survival in environments of fish cultivation. Breeding is one of the main ways of developing
aromatic plant cultivars with high contents of compounds of interest for industrial application
and adapted to the climatic conditions of the country. In addition, the residual water obtained
after extraction of essential oils by hydrodistillation can also be useful in controlling the above
parasite. The objective of this study was therefore to establish and evaluate half-sib progenies
of V. curassavica, to extract and evaluate the residual water (here called aqueous extract) from
hydrodistillation of two accessions, and to assess the essential oil contents, regrowth, harvest
in two seasons and antiprotozoal activity on I. multifiliis. Testing was carried out at the
experimental farm Campus Rural of the Federal University of Sergipe (UFS) and on the
premises of Embrapa Coastal Tablelands. The first assay evaluated the chemical composition
and antiprotozoal activity of the aqueous extract obtained by hydrodistillation from V.
curassavica accessions VCUR-202 and VCUR-503 on the protozoan I. multifiliis. The second
experiment evaluated half-sib progenies grown from seeds harvested from plants of accession
VCUR-503 (chemotype (E)-caryophyllene and viridiflorol). The morphoagronomic and
chemical characteristics and antiprotozoal activity against I. multifiliis were evaluated in 88 half-
sib progenies and the female parent (VCUR-503). In the third trial, the influence of the growing
season (dry or rainy) on essential oil contents, production and chemical composition in the half-
sib progenies was assessed. The aqueous extract from both V. curassavica accessions proved
toxic to I. multifiliis, at a level of LCsp=150.46 mg.L™* for VCUR-202 and 121.67 mg.L™* for
VCUR- 503 in trophons; and for the tomont phase at LCs0=199.63 mg.L* for VCUR-202 and
122.65 mg.L? for VCUR-503. Morphological cluster analysis indicated the presence of two
morphologically distinct groups. Of the half-sib progenies, 71% had higher essential oil
contents than parent VCUR-503. Chemical cluster analysis formed two groups, of which group
I1 comprised 22 half-sib progenies with high means of a-pinene (7.92%), (E)-caryophyllene
(7.77%) and viridiflorol (46.74%). Progenies with viridiflorol contents between 42.41% and
64.74% induced protozoan mortality between 35% and 72%, at a viridiflorol concentration of
10 mg.L™. Interestingly, the progeny with the highest viridiflorol content did not cause the
highest protozoan mortality. In addition to (E)-caryophyllene, other compounds can act
synergistically with viridiflorol, while compounds such as a-pinene and germacrene D can act
antagonistically, reducing the antiprotozoal activity of the essential oil. Two chemical groups
were also observed in both growing seasons of the half-sib progenies: Group I, rich in a-pinene
and (E)-caryophyllene and Group 11, with a-pinene, (E)-caryophyllene and viridiflorol. Higher
essential oil contents were produced by parent VCUR-503 and 14 half-sib progenies in the dry
season. In the mean, higher contents of compound (E)-caryophyllene were produced in the rainy
and of viridiflorol in the dry season.

Key words: Varronia curassavica; plant breeding; essential oil; agueous extract; seasonality;
Ichthyophthirius multifiis.

* Guidance Committee: Prof. Dr. Arie Fitzgerald Blank — UFS (Advisor), Alexandre Nizio Maria — Embrapa
(Adjunct advisor).



1. INTRODUGCAO GERAL

A Varronia curassavica Jacg. € uma espécie aromatica, arbustiva e aldgama com grande
importancia farmacoldgica e medicinal. E uma planta originaria do Brasil, no entanto, possui
comportamento cosmopolita, sendo encontrada em diversas regiées do mundo (GASPARINO
e BARROS, 2009).

Essa espécie apresenta atividade bioldgica sobre pragas de importancia agricola e
zootécnica, como por exemplo, sobre o protozoério Ichthyophthirius multifiliis, que se destaca
entre os principais causadores de doenca em peixes, sendo o0 agente causal da doenca de pontos
brancos em peixes ornamentais e cultivados para consumo no Brasil e no mundo (DIAS et al.,
2015; BRABO et al., 2016). Atualmente, ndo existe tratamento eficaz para o controle desse
protozoario, no entanto, a V. curassavica apresenta-se como uma alternativa possivel para o
controle desse parasita.

A forma livre do I. multifiliis, conhecido por teronte penetra na pele do peixe através
das escamas ou branquias, posteriormente, transforma-se em trofonte e comeca a se alimentar
do tecido epitelial e do sangue do peixe até atingir sua forma madura chamada de tomonte, que
é liberado para o meio. Esse tomonte cria um cisto de protecdo contra variacdes climaticas e
quimicas da agua e gera novas células através do processo mitético de divisdo celular,
(TANCREDO, 2015; BRADO et al., 2016).

Uma pesquisa realizada na Universidade Federal de Sergipe, comprovou a eficiéncia do
o0leo essencial dos acessos de V. curassavica VCUR-503 (viridiflorol/(E)-cariofileno) e VCUR-
202 (germacreno-D-4-ol) na mortalidade desse parasita nas fases parasitarias (trofonte) e cistica
e reprodutiva (tomonte) (NIZIO et al., 2018b).

Varronia curassavica possui aplicacdo industrial na é&rea farmacoldgica e o
desenvolvimento de cultivares com alto potencial agronémico e antiprotozoario torna a espécie
uma possivel fonte de renda para cooperativas em todo o pais. Entretanto, por se tratar de
gendtipos nativos e pouco domesticados, as caracteristicas fenotipicas (morfoagronémica,
quimica e bioldgica) apresentam-se pouco produtivas e dificultam sua utilizagdo como matéria-
prima no desenvolvimento de futuros fitoterapicos visando o controle desse parasita. Com isso,
o desenvolvimento de cultivares através do melhormaneto genético torna-se uma alternativa
importante na obtencdo de materiais produtivos.

A aplicacdo de métodos de melhoramento na obtencdo de gendtipos com alta atividade
bioldgica associado a compostos quimicos no 6leo essencial, ja foi comprovado por essa mesma
instituicdo em Lippia alba (PINTO, 2017). O método de selecdo recorrente com a obtencéo de
progénies de meios-irmaos torna-se viavel, pois, pode promover gradativo acimulo de alelos
favoraveis a biossintese de compostos presentes no éleo essencial, como também, o aumento
do sinergismo entre compostos quimicos que proporcionam uma atividade biologica superior.
Entretanto, devido a influéncia de favores bioticos e abidticos, o 0leo essencial pode alteracdes
significativas na sua composicéo quimica e teores. Esse fendmeno j& foi verificado por Oliveira
etal. (2020) que observaram que as diferencas de precipitacao e temperatura ambiental na época
de colheita podem influenciar na composi¢do quimica e nos teores de 6leo essencial em
gendtipos utilizados nesse programa de melhoramento. Além do Oleo essencial, a V.
curassavica apresenta compostos de alto peso molecular que podem apresentar atividades
bioldgicas de interesse agricola. A solucao que sobra no bal&o ao final do processo de extracéo
do oleo essencial por hidrodestilagdo € rica em terpenos e flavonoides, entretanto, este
coproduto é descartado apds o processo, 0 qual pode apresentar atividades bioldgicas diversas
devido as substancias que contem.

Nesse sentindo, o melhoramento genético pode ser til para obter cultivares de V.
curassavica com alto teor de compostos bioativos no 6leo essencial e, juntamente com a
utilizacdo da solucéo residual da hidrodestilagdo podem constituir alternativas para o controle
do protozoario I. multifiliis na piscicultura. Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi obter e avaliar
progénies de meios-irmaos de V. curassavica, obter e avaliar a &gua residual (que foi denominada
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extrato aquoso) produzida na hidrodestilacdo de dois acessos, 0s 0leos essenciais, a rebrota, a
colheita em duas épocas e a atividade antiprotozoaria sobre I. multifiliis.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Botéanica e usos da Varronia curassavica Jacq.

A espécie Varronia curassavica € pertencente a familia botanica Cordiaceae,
inicialmente denominada Cordia verbenacea era pertencente a familia botanica Boraginaceae
(GASPARINO e BARROS, 2009). No entanto, estudos moleculares e botanicos com espécies
das subfamilias Ehretioideae, Cordioideae, Helitropioideae e Boraginoideae evidenciaram
diferencas genéticas entre os individuos desses grupos taxondmicos, que contribuiu para
elevacdo ao nivel de familia e renomeacdo da Cordia verbenaceae para V. curassavica
(MILLER e GOTTSCHLING, 2007).

Figura 1. Planta de Varronia curassavica do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da UFS.

A familia Cordiaceae ¢ uma familia complexa sendo considerada monofilética e
cosmopolita, ou seja, sé@o descendentes de um ancestral comum e podem ser encontrados em
praticamente todas as regides do mundo como: Asia, Africa, Australia, Guiné e América do
Sul. Os principais géneros abrangidos sdo Coldenia, Cordia e Varronia, sendo os dois ultimos
nativos do Brasil. O numero de espécies pode chegar a 350 no mundo, das quais,
aproximadamente 70 estdo distribuidas pelo pais (GASPARINO e BARROS, 2009).

Weeks et al. (2010) realizaram estudos moleculares em espécies do género Varronia
endémicas das ilhas Galapagos no Equador. Essas plantas desenvolveram-se naturalmente na
ilha, que possui isolamento territorial da América do Sul pelo Oceano Pacifico. O estudo
concluiu que as espécies sdo originarias da América e migraram para a ilha através de disperséo
de longa distancia. Através desse estudo é possivel entender o comportamento cosmopolita das
especies desse género.

No Brasil, a V. curassavica é popularmente conhecida como erva-baleeira. As plantas
podem ser encontradas desde a regido Amazonica até o Rio Grande do Sul, com grande
concentracdo na regido litoranea do pais. Os principais biomas de ocorréncia natural sdo o
Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica, principalmente em estados como Alagoas, Goias, Minas
Gerais, S&o Paulo e Sergipe (BAYEUX etal., 2002; MENDES et al., 2015; NIZIO et al., 2015).

A espécie possui porte ereto, arbustivo, perene, com muitas ramificacfes e podem
atingir entre 1,5 a 2,5 metros de altura. As folhas sdo simples, alternas, coriaceas e medem em
média 10 cm de comprimento e apresenta odor forte quando maceradas, pois, apresentam
tricomas glandulares na subcuticula que armazenam e biossintetizam compostos volateis
presentes no Oleo essencial (VENTRELLA e MARINHO, 2008; GASPARINO e BARROS,
2009).
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As flores possuem cores brancas e estdo dispostas em inflorescéncias do tipo espiga,
com insercdo nas extremidades dos ramos. A espécie pode florescer durante todo o ano em
regides tropicais e possuem irregularidade de floracdo na planta. No entanto, um estudo
realizado pela Universidade Federal de Minas Gerais avaliando doze gendtipos entre janeiro e
dezembro de 2012, comprovou que o periodo de floracdo da espécie estende-se de setembro a
novembro na regido sudeste do pais. Em Sergipe devido as altas temperaturas e fotoperiodo, o
florescimento ocorre durante todo o ano. Além disso, o periodo de antese das flores dura cerca
de dois meses, sendo acompanhado simultaneamente pela formacdo dos frutos na espiga
(BRANDAO et al., 2015).

Figura 2. Sistema floral da Varronia curassavica. (Fonte: HOELTGEBAUM et al., 2018).

A autoincompatibilidade na espécie foi recentemente confirmada por pesquisadores da
Universidade Federal de Santa Catarina, que realizaram um estudo detalhado da biologia
reprodutiva da V. curassavica. Os resultados mostraram que a espécie possui um mecanismo
denominado heterostilia, no qual, ocorrem dois morfos florais distintos que impedem que
ocorram a autofecundacéo na planta, ou seja, favorecendo assim a alogamia e 0 aumento da
variabilidade genética na espécie (HOELTGEBAUM et al., 2018)

O horério de abertura das flores ocorre em periodo diurno entre 7:00 e 11:00h, no
entanto, aproximadamente 85% das flores abrem entre as 9:00 e 11:00h, ndo ocorrendo antese
apos esse periodo. Os principais polinizadores da V. curassavica sdo insetos das ordens
Hemiptera, Diptera, Hymenoptera e Coleoptera que atuam na transferéncia de polen entre as
plantas (BRANDAO et al., 2015).

Os frutos sdo do tipo drupa, de cor vermelha quando em estagio de maturidade
fisiologica e atingem didmetros de cerca de 10 mm (STAPF e SILVA, 2013). De acordo com
Machado et al. (2011) que avaliaram o comportamento fisioldgico das sementes da espécie, foi
observada a auséncia de impedimentos fisiologicos a embebicdo de agua, além disso, as
sementes tiveram maiores velocidades de germinacdo em temperaturas proximas a 25°C com
disponibilidade de luz a 3 cm de profundidade de semeadura.

A erva-baleeira € uma das plantas aromaticas com importancia econémica no Brasil e
pioneira no mundo na produgdo de medicamento a base de planta nativa. Desde meados dos
anos 2000, a espécie é utilizada na producido do fitoterapico Acheflan® regulamentado e
aprovado pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2004 para tratamento de
traumatismos, tendinopatia e dor miofacial (PERINI et al., 2015).
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Os estudos com a planta comecaram na década de 80, onde associavam o efeito
fitoterapico ao composto artemetina. No entanto, com os avan¢os em metodologias de pesquisa,
em 2001, o composto sesquiterpénico a-humuleno presente no éleo essencial foi descoberto
como o principal responsavel pela ag¢do anti-inflamatoria da espécie. Posteriormente, o 6leo
essencial passou a ser utilizado na producao do Acheflan no Brasil (RAMOS et al., 2005).

2.2 Diversidade quimica e atividade bioldgica de V. curassavica
2.2.1 Oleo essencial e extratos de V. curassavica

O dleo essencial ¢ uma mistura de substancias lipofilicas, derivadas do metabolismo
secundario das plantas, possui caracteristicas odoriferas e estado liquido, é volatil e solavel em
solventes organicos. E biossintetizado por rotas metabdlicas especificas, diferindo das rotas de
producéo de compostos primarios como proteinas e carboidratos. Para a ocorréncia da sintese
de compostos secundarios como os constituintes do 6leo essencial, € importante que haja uma
relacdo entre as rotas primarias que fornecem precursores para as rotas secundarias produzirem
esses produtos (BASER e BUCHBAUER, 2010; TAVARES et al., 2011).

As vias de producdo dos compostos secundarios sao dividas em trés rotas: Chiquimato,
Mevalonato e Malonato. Os terpendides sdo sintetizados a partir do mevalonato, os quais séo
formados pela condensacéo de unidades de isopreno. Esses séo classificados de acordo com o
numero de unidades de isopreno (5 carbonos), em monoterpenos (0s mais abundantes) com 10
carbonos, ou seja, duas unidades e os sesquiterpenos (15 carbonos) com trés unidades
(CORRAZA, 2002; CASTRO et al., 2004).

A V. curassavica € uma espécie aromatica com grande diversidade fitoquimica. A
variabilidade de compostos no 6leo essencial foi avaliada por Nizio et al. (2015) que estudaram
a diversidade quimica de 59 plantas nativas coletadas em diferentes municipios de Sergipe.
Neste estudo foram detectados 63 compostos quimicos que contribuiram com a formacao de
cinco grupos de acordo com seus respectivos compostos majoritarios: Grupo | (turmerona e
(E)-cariofileno); Grupo |l (tricicleno e canfeno); Grupo Il (a-zingibereno e B-
sesquifelandreno); Grupo IV E-cariofileno e 7-ciclodecen-1-ona, 7-metil-3-metileno-10-(1-
propil); Grupo V (7-ciclodecen-1-ona, 7-metil-3-metileno-10-(1-propil). Além disso, os
compostos E-cariofileno (1,67-31,06%) e a-humuleno (0,00-10,32%) apareceram em 100% e
95%, respectivamente, das plantas avaliadas, emquanto o viridiflorol foi detectado como
majoritario em plantas isoladas e seu teor variou de 2,53 a 15,25%.

Alguns autores também estudaram a composi¢do quimica em plantas da espécie, dentre
eles, Carvalho et al. (2017) avaliaram a composi¢do quimica de planta da regido do Cariri no
estado da Bahia, e verificaram que os compostos majoritarios no Oleo essencial foram os
sabineno (31,99%), p-cariofileno (13,10%) e biciclogermacreno (11,06%). Esses dados
corroboram com os resultados encontrado por Nizio et al. (2015) demonstrando que a planta
possui grande plasticidade fenotipica, e pode adaptar-se a diferentes regibes e apresentar
interacdo entre as condicdes locais e sua genética.

Rodrigues et al. (2012) em estudos com plantas do horto medicinal do Ceard,
observaram como constituintes principais o B-cariofileno (25,4%), o biciclogermacreno
(11,3%), 0 a-pineno (9,5%) e o d-cadineno (9,4%). Apesar da presenga desses em maiores
proporcdes no 6leo essencial, compostos como o cadina-1,4-dieno (5,9%) e o espatulenol
(5,7%) demonstraram importancia na composi¢do quimica.

Capaz (2017) em estudo da influéncia do rebrotamento na composic¢ao quimica da erva-
baleeira cultivada no Piaui e Sdo Paulo observou que o cultivo da planta em regides quentes e
com baixas precipitacdes favoreceu o aumento significativo dos teores dos compostos a.-pineno
(quente=54,2% e frio=33,2%), 3-elemeno (quente=1,90% e frio=0,30%), &-elemeno (quente=
2,5% e frio= 0,80%), no entanto, os compostos E-cariofileno (quente= 14,0% e frio=26,5%),
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dehidro-aromadendreno (quente= 2,80% e frio=7,20%) e y-gurjuneno (quente= 1,30% e
frio=3,50%) apresentaram aumento com a reduc¢éo de temperatura.

Oliveira e Camara (2007) realizaram estudo de diversidade quimica com espécies do
género Cordia (Cordia globosa e C. curassavica) oriundos do sertdo do estado de Pernambuco,
com o objetivo de verificar a ocorréncia de compostos quimicos semelhantes entre as espécies
do mesmo género. A analise quimica revelou a distingdo existente entre as espécies. Os
principais componentes do 6leo essencial de de C. globosa foram: 1-endo-bourbonanol (20,2%
no caule) e butirato de linalila (14,7% no caule); enquanto os principais constituintes dos 6leos
de C. curassavica foram o espatulenol (27,1% no caule), hidrato de trans-sesquisabineno
(11,0% no caule), viridiflorol (10,7% no caule), B-felandreno (25,3% nas folhas), cubebol
(23,9% nas folhas) e a-pineno (10,4 % em folhas).

Oliveira et al. (2020) avaliaram os teores e a composi¢do quimica do 6leo essencial de
gendtipos da colecdo de V. curassavica do banco ativo de germoplasma da Universidade
Federal de Sergipe, e verificaram a existéncia de sete grupos quimicos: Grupo | (VCUR-103,
VCUR-402, e VCUR-601) caracterizou-se pela presenca do composto 5-methyl-9methylene-
2-isopropylcyclodec-4-en-1-one (26,71-50,07%); Grupo Il (VCUR-401, VCUR-404, VCUR-
801, e VCUR-302) com ar-turmerona (16,47-19,03%), E-cariofileno (4,67-12,56%),
helifolen12-ol-D (6,53-9,30%) e B-turmerona (6,14-9,37%); Grupo Il (VCUR-005, VCUR-
004 e VCUR-003) com presenca de 5-methyl-9-methylene-2-isopropylcyclodec-4-en-1-one
(16,61-18,10%), E-cariofileno (4,4210,14%) e a-turmerona (6,56-8,44%); Grupo IV (VCUR-
701 e VCUR-202) com shyobunol (10,52-24,18%) e germacreno D-4-ol (8,17-29,42%); Grupo
V (VCUR-002, VCUR-505, VCUR-504, VCUR-502, e VCUR-301) com viridiflorol
(52,47%); Grupo VI (VCUR-101, VCUR-501, VCUR-102, e VCUR-201) com E-cariofileno
(4,50-20,55%), sabineno (0,3526,96%) e biciclogermacreno (0-12,38%); e Grupo VII (VCUR-
105, VCUR-104, VCUR-503, VCUR-403, VCUR-303, e VCUR-001) com os constituintes a-
pineno (24,74-47,55%) e E-cariofileno (0,87-14,61%). Os teores de 6leo essencial variaram de
0,85 a 3,20% na época chuvosa e de 1,08 a 2,84% na época seca.

Os extratos vegetais diferentemente dos 6leos essenciais possuem uma variabilidade de
classe de compostos maiores. Essas substancias podem ser classificadas em diferentes
categorias: fenois simples, acidos fendlicos, quinonas, flavonas, taninos, terpenos, alcaldides,
lectinas e polipeptideos. Esses compostos podem ser extraidos de diversas formas, desde o
processo de coccao (com aquecimento do material vegetal em agua) ou com a mistura das folhas
em solucgdes para remocdo destes (BONATO et al., 2008).

A composicdo quimica de extratos obtidos de V. curassavica é bastante complexa
guando comparado ao 6leo essencial. Segundo estudo realizado por Michielin et al. (2009)
diversos extratos obtidos da espécie apresentam cerca de 82 constituintes quimicos, de diversas
classes quimicas (dentre eles, monoterpernos hidrocarbonicos, sesquiterpenos oxigenados,
triterpenos, alcool e flavondides), extraidos a partir de diferentes métodos em solventes
organicos como 0 n-hexano, acetato de etila, etanol, acetona e diclorometano. Os principais
compostos foram: o aromadendrene (11,84%) com uso do solvente acetato de etila, L-
alloaromadendreno (13,31%) com uso de etanol, B-cariofileno (5,84%) em etanol e espatulenol
(3,54%) em acetato de etila. Dentre os tipos de extratos vegetais encontrados na literatura, os
aquosos vém se destacando por apresentarem baixo nivel de impureza quando comparados aos
extratos obtidos por adicdo de solventes organicos como os acetdnicos, cloroférmicos,
etanolicos e metanolicos. De acordo com Aguiar et al. (2008) esses extratos podem ser obtidos
através da maceracdo das folhas e posterior aquecimento a uma temperatura entre 28 a 30°C e
separacao do material vegetal e extrato através de filtrag&o.

O processo de hidrodestilagdo de 6leo essencial gera um co-produto que se assemelha
ao extrato aquoso obtidos em diversos trabalhos cientificos. O procedimento € feito aguecendo
folhas secas imersas em &gua em balGes de hidrodestilagdo por cerca de 120 min (Nizio et al.,
2018a). Na industria, o principal processo empregado na obtencao do 6leo essencial é 0 método
por arraste a vapor. Nesse método, o 6leo essencial é extraido da planta através de vapor gerado
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pelo aguecimento da &gua, que arrasta o 0leo essencial até o condesador (OLIVEIRA, 2015).
A principal diferenca desse método para a hidrodestilagéo € que as folhas néo estdo em contato
com a agua e, posteriormente, sdo descartadas ou utilizadas para producéo de compostagem ou
adubacdo de cobertura. Entretanto, essas folhas podem ser utilizadas em processo de decocgéo
para geracao de extrato aquoso, assim como na hidrodestilacao.

2.2.2 Atividades bioldgicas de V. curassavica

A V. curassavica € uma espécie que apresenta inumeras atividades bioldgicas relatadas
na literatura, dentre elas, a antiprotozoaria (NI1ZIO et al., 2018b; SILVA et al., 2019),
antifangica (NIZIO et al., 2020), antibacteriana (MICHIELIN et al., 2009; DA SILVA et al.,
2020) e inseticida (OLIVEIRA et al., 2019).

Uma pesquisa realizada com a V. curassavica em 2015 na Universidade Federal de
Sergipe, verificou a eficiéncia do composto viridiflorol associado ao (E)-cariofileno e do 6leo
essencial rico em germacreno-D-4-ol, que foram responsaveis pela mortalidade de 100% dos
trofontes e tomontes, provocando danos & membrana do trofonte e o rompimento da parede do
cisto nos tomontes promovendo a morte desses em concentragdes de 75 mg.L ™ do dleo essencial
(NIZIO et al., 2018b).

Silva et al. (2019) avaliando a atividade antiprotozoaria de 6leos essenciais de acessos
da colecdo de V. curassavica da UFS (VCUR-002, VCUR-104, VCUR-202, VCUR-302,
VCUR-303, VCUR-601 e VCUR-701), sobre Phytomonas serpens, observaram que 0 acesso
VCUR-202 (ICso = 13,94 pL.mL™) apresentou uma toxicidade superior aos demais acessos
testados. Esse genotipo apresenta como principais constituintes quimicos o germacreno D-4-
ol (32,16%), epizonareno (16,67%) e E-cariofileno (6,16%).

Em outro trabalho realizado para avaliar a atividade de acessos de V. curassavica
mantidos na UFS: VCUR-002 (a.-pineno - 56,69%), VCUR-202 (germacreno D-4-ol - 32,16%,
epizonareno - 16,67% e E-cariofileno - 6,16%); VCUR-302 (B-sesquifelandreno - 18,53% e £-
cariofileno - 6,16%; VCUR-601 (sabineno - 18,26% e E-cariofileno - 21,78%) e VCUR-701
(ar-turmerona - 18,26%), sobre a bactéria gram-negativa Xanthomonas campestris pv.
campestris, 0s autores verificaram que os 6leos essenciais apresentaram concentracado inibitdria
minima entre 500-100 uL.mL™. Além disso, 70% do total de combinagbes entre os 6leos
essenciais mostraram efeito aditivo, sendo as combinagdes entre 0 VCUR-302+VCUR-202 e
VCUR-302+VCUR-601 sinérgicas (DA SILVA et al., 2020).

Nizio et al. (2015), avaliaram a atividade antiflingica de 6leos essenciais obtidos de
plantas nativas que formaram cinco grupos quimicos (Grupo I= E-cariofileno e turmerona;
Grupo ll= tricicleno, canfeno e E-cariofileno; Grupo Ill= (E)-cariofileno, a-zingibereno e p-
sesquifelandreno; Grupo IV= E-cariofileno e 7-cyclodecen-1-ona,7-methyl-3-methylene-10-
(1-propyl); Grupo V= 7-cyclodecen-1-ona,7-methyl-3-methylene-10-(1-propyl)) sobre o
fitopatdgeno Lasiodoploidia theobromae. Os autores constataram que os gendtipos dos grupos
I1, IV e V inibiram aproximadamente 75% do crescimento micelial ap6s 96h de incubac&o.

Outro estudo comparou a atifidade inibitoria do 6leo essencial de V. curassavica obtido
por hidrodestilacdo (HD) e micro-ondas (M) sobre o fitopatoégeno Colletotrichum musae. Até
72 horas ap0s o inicio da incubacdo, nédo foi observado nenhum crescimento micelial do fungo,
mesmo nas concentragcbes mais baixas de Oleo essencial, enquanto, para o controle foi
observado crescimento a partir de 24 horas. Apds 144 horas, independentemente da
concentracdo, as amostras de 6leo essencial obtidas por HD proporcionaram menor crescimento
micelial do C. musae (1,49 cm) quando comparadas as amostras obtidas por Ml (1,80 cm)
(NIZIO et al., 2020).

Atividades biologicas também foram associadas aos extratos dessa espécie arormatica.
Michielin et al. (2009) avaliou a atividade antibacteriana de extratos de plantas de V.
curassavica nativas da regido de Barra de Ibiraquera em Santa Catarina, e verificou que extratos
ricos em aromadendrene e L-alloaromadendreno apresentaram efeito inibitorio significativo do
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crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas como S. aureus e E. coli, sendo que
os resultados podem estar relacionados ao sinergismo entre 0s compostos presentes no 6leo
essencial da planta.

2.3 Sazonalidade na producéo de 6leo essencial

A constituicdo quimica dos 6leos essenciais de plantas biotivas sofre influéncia de
diversos fatores bioticos e abidticos, dentre esses, os ambientais como temperatura, precipitacdo
e sazonalidade (ENGEL et al., 2014; PAULUS et al., 2016). Esses fatores sdo responsaveis por
expressdes genéticas associadas a sobrevivéncia, resisténcia e adaptacdo de populacGes
fenotipicamente distintas (RAMOS et al., 2011).

A temperatura é um dos fatores de regulacdo metabdlica e bioquimica de maior
relevancia nas plantas (TAIZ e ZEIGER, 2013). J4 em relacdo a precipitacdo de chuva, um
estresse hidrico pode resultar em maiores teores de dleo essencial na planta, como também, nos
teores de (E)-cariofileno como observado na espécie Plectranthus amboinicus (CARNEIRO et
al., 2010).

Essa interacdo genotipo x ambiente influencia na ativacdo de genes e, também, na
expressdo dos genes envolvidos na formacdo de enzimas, que irdo atuar na biossintese dos
compostos quimicos (BASER, 2010).

Diversas enzimas atuam na rota do MEP e DMAPP durante a biossintese de compostos
qguimicos no 6leo essencial. Infelizmente, nem todas essas enzimas e genes foram descritos em
espécies como a V. curassavica, mas sua participacdo em processos metabdlicos e bioquimicos
tem grande efeito na variabilidade existente na espécie

A precipitacdo e temperatura tem papel determinante na escolha da época de colheita
das plantas visando a extracdo do 6leo essencial (BOTREL etal., 2010). Em estudo com acessos
de V. curassavica, conservados no BAG da UFS, Oliveira et al. (2020) verificaram que as
diferencas de precipitacdo e temperatura ambiental na época de colheita influenciaram a
composi¢do quimica e os teores de 6leo essencial em gendétipos dessa espécie. Para 0 acesso
VCUR-503 nao foram observadas diferencas significativas entre os teores de 6leo essencial na
época seca (1,73%) e chuvosa (1,23%), no entanto, os genoétipos VCUR-001 (0,99-1,70%),
VCUR-003 (2,20-2,78%), VCUR-004 (1,30-2,00%), VCUR-104 (1,78-2,19%) e VCUR-301
(1,63-2,05%) apresentaram maiores producdes de 6leo essencial na época seca. Em relacéo aos
compostos, o (E)-cariofileno (chuvoso= 13,29% e sec0=5,92%) e o a-humuleno (chuvoso=
3,44% e seco=1,74%) sofreram reducGes na producdo sob condi¢bes de baixa precipitacdo e
altas temperaturas. Para o viridiflorol (chuvoso= 32,84% e seco=52,47%) a época seca
proporcionou aumento significativo no teor desse composto.

Em estudo conduzido por Marques et al. (2019) foram avaliados trés acessos de V.
curassavica de diferentes origens geograficas (Bahia, Sdo Paulo e Rio de Janeiro) e estacdes
do ano. Entre os acessos avaliados, o do Rio de Janeiro (RJ) apresentou o maior teor de a-
humuleno, com maior produgdo durante a primavera (2,89%), enquanto o SP apresentou 0
maior teor de (E)-cariofileno (16,12%) em todas as épocas avaliadas.

Fernandes et al. (2021) realizaram colheitas durante 12 meses, em Minas Gerais, e
correlacionaram os meses de colheita com a produgdo de dleo essencial e sua composicdo
quimica. O teor médio anual de a-humuleno foi superior a 2,00%. Os autores concluiram que
a sazonalidade influencia nos teores e composicdo quimica de V. curassavica. Além desses,
outros estudos ja comprovaram que espéecies como Pogostemon cablin (BLANK et al., 2011),
Lippiaalba (BARROS et al., 2009), Cymbopogon winterianus (BLANK et al., 2007) produzem
mais 6leo essencial no periodo seco. Entretanto, para o Ocimum basilicum foi constatado maior
producdo de 6leo essencial na época chuvosa (PINTO et al., 2019).



2.4 Ichthyophthirius multifiliis

A demanda por pescados tem crescido significativamente nas Gltimas décadas. Segundo
a Organizacdo das NagOes Unidas para Alimentos e Agricultura (FAQO) entre os anos de 1961
e 2018 o abastecimento de peixe teve crescimento anual de 3,2% ao ano em todo o mundo,
sendo o dobro da taxa de crescimento demogréafico. Essa maior oferta fez com que o consumo
per capita mundial passasse de 9,9 kg em 1960 para aproximadamente 21,0 kg em 2016 (FAO,
2018).

O principal motivo do aumento da oferta foi a ampliacdo dos investimentos em
tecnologias de captura de peixe em alto mar e na criagcdo em viveiros. De acordo com dados da
FAO (2018) a producéo de peixes em viveiros era de 55,7 milhdes de toneladas em 2009 e teve
crescimento expressivo no ano de 2014 com 73,8, um aumento de 18,1 milhGes de toneladas
em cinco anos. O maior produtor pesqueiro é a China, seguido de Estados Unidos da América,
Russia, India, Vietna e Egito.

O Brasil é um dos principais produtores na América Latina com uma producao anual
estimada em 599 mil toneladas, em 2019, sendo a regido Sul (189 mil toneladas) lider em
producdo aquicola, seguida pelo Nordeste (150 mil toneladas) (XIMENES, 2021). Entretanto,
a producdo brasileira é baixa a nivel mundial ocupando apenas a 19° posi¢do no ranking de
maiores produtores, além disso, ndo é suficiente para atender as exigéncias do consumidor
interno e necessita importar parte da producdo de outros paises para atender a demanda da
populacdo (FAO, 2018). Essa baixa producdo reflete diretamente no consumo. O consumo
brasileiro de pescado chega a 11,1 kg sendo inferior & média mundial recomendada pela OMS
(BRABO et al., 2016; FAO, 2018).

A baixa produtividade encontrada no Brasil e em diversos paises tropicais esta
relacionado diretamente ao surgimento de doencgas no ambiente de cultivo. A precéria situacao
sanitaria aumenta a ocorréncia de microrganismos parasitas e reduzem o tempo para amenizar
as perdas, quando comparados as regides temperadas. Paises como a Australia, Brasil, Chile e
Venezuela ja relataram ocorréncia de protozoarios como Anacanthorus spatulatus, Epistylis
sp., Ichthyophthirius multifiliis, Linguadactyloides brinkmanni e Trichodina sp causadores de
infeccBes em peixes de dgua doce (DIAS et al., 2015).

Em relacdo a esses protozoarios, a espécie I. multifiliis destaca-se entre os principais
parasitas causadores de doencas em peixes cultivados no Brasil e mundo. Um estudo realizado
na espécie de peixe Rutilus rutilus por pesquisadores da Universidade de Oslo na Noruega em
1994, verificou que a infecgdo por I. multifiliis em peixes infectados de forma natural e artificial
apresentam uma alta mortalidade e rapida taxa de infeccdo, além disso observaram que altas
temperaturas proporcionam ambiente favoravel para surtos desse parasita (BRABRAND et al.,
1994).

Carvalho e Tavares-Dias (2017) através dos resultados obtidos em uma pesquisa,
realizada na regido Amazonica, analisaram o comportamento desse protozoario frente as
variagOes bioldgicas e climaticas do rio Amazonas. Verificaram através de coleta de peixes nas
diferentes estacdes a ocorréncia desse parasita em duas delas. Os dados mostraram a grande
resisténcia que o I. multifiliis possui em meio as intempéries.

O I. multifiliis € um protozoario ciliado (Figura 3a), unicelular medindo cerca de 200 a
1000 pum, sendo um organismo hist6fago, ou seja, que se alimenta de células epiteliais e de
glébulos vermelhos no peixe. Possui formato ovalado tendo um macronucleo em forma de
ferradura em seu interior. A espécie foi inicialmente descrita e classificada por Fouquet em
1876, mas ja existiam relatos da ocorréncia de sintomas semelhantes aos provocados por esse
parasita durante o século X em cultivos na China (KLEIN et al., 2004; VARGAS et al., 2008).

Esse parasita € responsavel pela doenga Ictioftiriase popularmente conhecida como
“doenca dos pontos brancos”, que recebe esse nome por que provoca o aparecimento de pontos
esbranquicados na escama do peixe e nas brénquias (Figura 3b). Seu ciclo de vida é dividido
em quatro estagios: trofonte, tomonte, tomito e teronte. A forma livre do I. multifiliis conhecido
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por teronte penetra na pele do peixe através das escamas ou branquias, posteriormente
transforma-se em trofonte e comeca a se alimentar do tecido epitelial e do sangue do peixe até
atingir sua forma madura chamada de tomonte, que é liberado para o0 meio. Esse tomonte cria
um cisto de protecdo contra variaces climaticas e quimicas da dgua e comega um processo
mitotico de divisdo celular, que pode gerar entre 500 a 1000 novas células chamadas de tomitos.
Os tomitos perfuram a parede do cisto e transformam-se em novos terontes infectantes e saem
em busca de novos hospedeiros (TANCREDO, 2015; BRADO et al., 2016).

Figura 3. Peixe infectado (A) e Ichthyophthirius multifiliis visto em microscopio (B)
(Fonte: CARDOSO et al., 2018)

A infeccdo pelo 1. multifiliis reduz a osmorregulacdo nos peixes, sendo esse processo
importante na regulacdo da concentracdo salina na pele do peixe e evita que esse individuo
absorva ou perca dgua em excesso. Além disso, a perfuracdo na pele abre porta de entrada para
diversas bactérias gram-negativas que produzem toxinas dentro do peixe mesmo apds o
processo de pesca (JORGENSEN, 2017).

Carvalho et al. (2016) isolou microrganismos em ferimentos provocados por I. multifiliis
em Jundia (Rhamdia quelem) nativo e muito utilizado na psicultura nacional. Foram
encontradas 4 espécies de bactérias: Esclerichia coli, Burkholderia pseudomallei, Morganella
sp., Aeromonas hydrophila. Além disso, testou alguns antibidticos e constatou que mais de 50%
desses microrganismos apresentam resisténcia ao tratamento ap6s a infec¢do no peixe. Essas
bactérias podem comprometer os indices zootécnicos dos animais de producdo e causar
prejuizos econdmicos e sociais na psicultura.

Atualmente pesquisas vém sendo desenvolvidas na tentativa de combater esse
protozodrio nos peixes, dentre elas, o desenvolvimento de vacinas tem ganhado destaque no
meio cientifico e tornado-se uma promessa como forma de imunizacdo dos peixes. Xu et al.
(2017) apresentaram um estudo avaliando a expressdo de genes na imunizacéo de peixes em
resposta a vacina anti-Ich (anti-1. multifiliis) e verificaram que esse método possui eficiéncia na
expressao de genes (TLR-1 e TLR-9) que irdo proporcionar resisténcia ao ataque I. multifiliis
ao tecido epidérmico. Apesar do efeito positivo, essa técnica apresenta falhas técnicas que
impossibilitam o controle de populagdes ja infectadas e principalmente a inviabilidade em
producgdes de grande escala, pois a imunizacao é feita individualmente no peixe, sendo viavel
apena para imunizacgao na piscicultura ornamental. Segundo Jorgensen (2017) ainda néo existe
vacina produzida em escala industrial no mundo e a vacina apresenta problemas na imunizagéo
contra ragas mais agressivas do 1. multifiliis.

Além desse controle existem métodos empregados no controle desse parasita como o
uso de formalina (0,2 mL.L™), permanganato de potassio (1,3 mg.L™), sulfato de cobre (0,63
mg.L?), sal comum (10g g.L %), verde de malaquita (0,05 mg.L™?) e elevagio de temperatura
para 32°C (CARNEIRO et al., 2005). Segundo esses autores, que avaliaram esses métodos sobre
I. multifiliis em alevinos de Jundia (Rhamdia quelen) estocados em aquarios de 20 L por 192
horas, o sulfato de cobre e a elevacdo de temperatura reduziram o nimero de parasitas ao final
do experimento. Apesar desse trabalho comprovar eficiéncia na reducdo dos parasitas, devido
ao rapido desenvolvimento e dissiminagdo, a existéncia de parasitas sobreviventes pode
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proporcionar a proliferacdo futura no ambiente de cultivo. O controle desse patogeno é um
problema em peixes ornamentais e producdo comercial, pois ndo existe tratamento eficaz até o
momento.

Os metabdlitos vegetais podem apresentar eficiéncia no controle de microrganismos,
pois a variabilidade de compostos existentes promove o efeito sinérgico entre 0s compostos, 0
que potencializa a acdo biolégica. Além disso, os Oleos essenciais por exemplo, sdo
fotodegradaveis e ndo se acumulam no meio ambiente. Além da V. curassavica, outros estudos
comprovam a agao de metabdlitos vegetais de outras espécies contra o I. multifiliis.

2.5 Melhoramento genético de plantas aromaticas
2.5.1 Selegéo recorrente em plantas bioativas

Um dos métodos de melhoramento mais utilizados em espécies alégamas é a selecdo
recorrente. Essa € uma das técnicas mais antigas, e foi desenvolvida inicialmente por F. H. Hull
em 1945, para melhoria de espécies de polinizacdo aberta como o milho. Esse método visa
aumentar a frequéncia de alelos desejaveis para incorporacdo de caracteristicas quantitativas
em uma populacio com alta frequéncia de alogamia (BOREM & MIRANDA, 2013). A
alogamia ¢ um fenémeno no qual a espécie vegetal apresenta em sua reproducdo, uma maior
taxa de fecundacdo cruzada em relacdo a autofecundacdo. Diversos mecanismos s&o
responsaveis por evitar a endogamia na planta, dentre eles, a autoincompatibilidade é um fator
determinante na classificacdo dessas espécies como alégamas (MENDES et al., 2013). A
autoincompatibilidade € um mecanismo que impede que as plantas consigam se autofecundar,
com isso, mantem o fluxo génico da populacéo e o equilibrio de sua variabilidade. Em plantas
alégamas, a troca de poélen entre individuos contrastantes geneticamente proporciona a
expressdo de fenotipos superiores em relacdo aos parentais (HOELTGEBAUM et al., 2018).

Uma populacdo alégama em que ndo ha interferéncia externa, sem insercdo de
individuos, selecdo ou retirada de geno6tipos, a principio, estd em equilibrio de Hardy-Weinberg
onde as frequéncias alélicas e genotipicas ndo sdo alteradas de uma geracdo para outra
(SYBENGA, 1992). Porém, quando se faz selecdo, ou seja, quando se mantem apenas
individuos superiores, para a caracteristica alvo, induz o aumento da frequéncia de alelos de
interesse e a quebra do equilibrio da populacdo (ACQUAAH, 2012).

As progénies obtidas de uma Unica planta apds cruzamentos ao acaso, sdo denominadas
de progénies de “meios-irmdos”, pois apenas a caracteristica genética da planta-mae é
conhecida no momento da coleta das sementes. O ganho genético para caracteristica
quantitativas como teor de 6leo essencial e constituintes quimicos é alto quando empregado
métodos de selecdo recorrente entre meios-irmaos, pois a variabilidade genética existente
favorece uma melhor selecdo das progénies elites nos ciclos de selecdo (BOTTIGNON et al.,
2011; MONTANARI JUNIOR, 2011). A variabilidade genética existente em uma populacéo
diz respeito a diversidade de alelos dominantes e recessivos em diferentes locos génicos, que
em interacdo com o ambiente de cultivo, podem proporcionar a sintese de enzimas responsaveis
pelo aumento da variabilidade quimica de compostos presentes no 0leo essencial de plantas
bioativas (PINTO, 2017; GARCIA-FAYOS et al., 2018).

Uma das variacbes do metodo de selecdo recorrente em plantas alégamas é a
denominada “Selecdo Fenotipica”, no qual as progénies de meios-irmaos sao avaliadas de
forma individual e as médias para as caracteristicas de interesse, comparadas com o parental
materno ou receptor do grdo de pdélen. Esse método de melhoramento é dividido em
basicamente trés etapas: recombinacédo, avaliacdo e selecdo das progénies superiores, sendo
repetidos até que se alcance um nivel satisfatorio de frequéncia alélica (BOREM & MIRANDA,
2013). No programa de melhoramento de V. curassavica desenvolvido pela Universidade
Federal de Sergipe (UFS), a selecdo fenotipica estd sendo empregada a partir do
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intercruzamento de acessos mantidos no banco de ativo de germoplasma da espécie, onde foram
coletadas sementes (progénies de meios-irmaos) do acesso parental feminino (VCUR-503).

Esse método ja foi aplicado em programas de melhoramento de espécies bioativas como
a V. curassavica e Lippia alba. Dentre as institui¢cOes e programas pioneiros no melhoramento
da erva-baleeira, destaca-se o que foi conduzido com a finalidade de produzir cultivares com
alto teor de a-humuleno para producdo do medicamento fitoterdpico Acheflan, pela
Universidade Estadual Paulista (UNESP) e Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
Neste foi aplicado o método de selegdo recorrente entre meios-irméos, sendo observado alto
ganho genético para as caracteristicas de adaptabilidade dessa espécie as condic¢des de cultivo
(MONTANARI JUNIOR, 2011).

O Instituto Agrondmico de Campinas através de programas de melhoramento de L. alba,
vem utilizando a sele¢do recorrente para obtencdo de individuos meios-irmdos com alto
potencial de producdo de dleo essencial. Dentre os trabalhos, Rufino (2008) avaliou 63
progénies de meio irmaos de L. alba, e observou alto potencial para o clone 288 proveniente da
geracdo S1 que apresentou teor de linalol de 83,3%.

Bottignon et al. (2011) utilizando uma populacgdo recombinante de 20 plantas da espécie
L. alba de cinco quimiotipos diferentes, obteve 30 progénies de meios-irmdos do quimiotipo
linalol. Foi realizada caracterizacdo agrondmica com avaliagdo de massa seca de folhas,
rendimento do Oleo essencial e producdo de dleo essencial por planta. Com isso, concluiram
que as progénies IAC 1, IAC 2, IAC 4 e IAC 8 possuem médias superiores para as
caracteristicas avaliadas e potencial para posteriores recombinacdes.

Apesar do objetivo do melhoramento serem voltados para obtencdo de cultivares com
alto teor de compostos de interesse, uma pesquisa desenvolvida na Universidade Federal de
Sergipe por Pinto (2017) aplicando o método de selecdo recorrente em gendtipos de L. alba,
com objetivo de obter individuos com alto teor de carvona, verificou que ambora nao tenha sido
obtido progénies com maiores teores de carvona em comparagdo com 0S acessos parentais,
outros compostos foram observados em menores proporgdes, que contribuiram para maior
toxicidade contra A. balzani. Esse resultado mostrou que a aplicacdo do método de selegédo
recorrente pode auxiliar na producdo de compostos minoritarios potencializando a atividade
bioldgica do 6leo essencial dos gendtipos obtidos.

O programa de melhoramento de V. curassavica da Universidade Federal de Sergipe
(UFS) tem como principal objetivo desenvolver cultivares com altos teores de (E)-cariofileno
e viridiflorol, visando o controle do protozoario Ichthyophthirius multifiliis em peixes de agua
doce. A espécie vegetal ja possui aplicacdo industrial na &rea farmacoldgica, no entanto, o
desenvolvimento de cultivares com alto potencial agronémico e antiprotozoario, torna a espécie
uma possivel fonte de renda para cooperativas em todo o pais, no desenvolvimento de produtos
para o controle dessa doenca. Além disso, esse trabalho também tem como foco direcionar o
aproveitamento de residuos do processo de extracdo de dleo essencial para controle desse
parasita (Figura 4).

2.5.2 Biossintese do E-cariofileno e viridiflorol

O viridiflorol ¢ um alcool sesquiterpénico, encontrado em espécies de importancia
agricola e medicinal. De acordo com o banco de dados EssOilDB (2019) esse composto &
biossintetizado em diversas espécies de interesse medicinal e agricola como a Pinpinella aurea
(32,00%), Cassinia quinquefaria (20,00%), Achillea coarctata (11,80%), Cistus ladanifer
(17,40%), Salvia hypoleuca (14,90%), Salvia officinalis (18.60%), Melaleuca quinguenervia
(45,00%) e Varronia curassavica (19,42%). Alem disso, 0s teores desse composto apresentam
uma variacdo de 0,04% a 45,00%, o que esta amplamente relacionado as rotas metabolicas de
biossintese do viridiflorol nas diversas especies.



O OO0 O O0O00 0000

L 4 O OO0 0O 0000000

VR3s @ O O O 000 O O0O00

O O OO0 OO0 00 0 000

V(g:ﬁig)“ O 90 © 000 0000

* ® 00 00000000

Avaliagdo das progénies de melos-irméos
do primeiro ciclo (2017)

Avaliacio Avaliagido Avaliaciao .. C oy -
morfol(fgica agronélﬁlica fitoquilflica Atividade biologica

(2018)
-Altura de planta
-Didmetro de copa
-Comprimento de
internédio
-Comprimento de
peciolo
-Comprimento de folha
-Largura de folha
-Difimetro de caule
-Asea foliar

Colheita das progénies
e parental
-Epoca seca (2018)
-Epoca chuvosa (2019)

Anélise quimica do
oleo essencial das
progénies e parental
(2019 ¢ 2020)

Avaliagio da biomassa
-Secagem das folhas e

Diversidade
morfologica da
populagio segregante

inflc & em
estufa a 40°C por 5
dias.
Pesagem das folhas e
inflorescéncias secas
em balanca de precisdo

Cromatografia gasosa
+
Espectrometria de
massas
+
Detector de ionizagio
em chamas

Andlise multivariada
-Agrupamento

Extragdo do 6leo
essencial
-Hidrodestilagio em

Analise multivariada
-Agrupamento

-Componente principal

Atividade
antiprotozoaria
(2019)

Avaliagio dos dleos
essenciais das
progénies e parental
1o protozoario
Ichthyophthirius
multifiliis

Teste de viabilidade
Microscopio com
fluorescéncia

“Clevenger
modificado™

-Componente principal

Figura 4. Esquema de avaliacdo dos meios-irmdos e parental do programa de melhoramento
de V. curassavica da UFS.

Esse composto é um terpeno de baixo peso molecular (15 carbonos), ciclico, possuindo
uma hidroxila (-OH) ligado a estrutura carbénica (Figura 5). Suas rotas de biossintese sdo a via
do acido mevaldnico e a via do metileritritol fosfato (MEP), que possui ampla dependéncia de
moléculas oriundas do metabolismo primario vegetal como a fotossintese, ciclo de Calvin,
glicolise e descarboxilacdo oxidativa (TAIZ e ZEIGER, 2013).

O piruvato gerado na via glicolitica é entdo enviado para a mitocondria, onde sera
descarboxilado pela acdo do complexo enzimatico “piruvato desidrogenase”. A oxidacdo
resultante daré origem ao Acetil-Coenzima A (Acetil-CoA), que tera um papel importante na
formacdo das moléculas isoprénicas atraves da rota do acido mevalénico (DEWICK, 2009).

Ap0os a formacdo dos produtos no metabolismo primario, esses podem seguir por duas
rotas, como ja mencionado anteriormente: a via do acido mevaldnico (citoplasma) e a via do
metileritritol fosfato (MEP, sigla em inglés) (cloroplasto). Para a via do acido meval6nico, trés
moléculas de Acetil-CoA sdo utilizadas para gerar as moléculas de isoprenos. Inicialmente,
duas moléculas de Acetil-CoA sdo combinadas através de condensacdo de Claisen. Nessa
reacdo, ocorrerd a liberacdo de uma das coenzimas A e um ion H* ligadas a estrutura carbonica
do Acetil-CoA, e em seguida, através de ligacdo simples, forma-se uma ligacdo dicetona
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originando o acetoacetyl-CoA (4C), a enzima responsavel por intermediar é a tiolase
(DEWICK, 2009).

HO

Figura 5. Molécula de viridiflorol.

O acetoacetyl-CoA (4C) reage com um complexo enzimatico (Acetil-CoA + HMG-CoA
Sintase = ligagdo tio éster) sobre uma reagdo alddlica (aldeido + cetona), no qual, a ligacéo
enzimatica sofre hidrolise liberando a enzima e formando uma molécula complexa o B-hidroxi-
B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) (6C) (DEWICK, 2009).

O HMG-CoA, com intermédio da enzima HMG-CoA redutase, promove uma reacao
com consumo de uma molécula de NADPH, sendo reduzido a ligacao tio éster, com quebra da
dupla ligacéo entre o oxigénio e a cadeia carbonica e formacao de um grupo hidroxila (-OH).
O acido mevaldico (6C) é reduzido por uma molécula de NADPH, com quebra da dupla ligacédo
e formacdo do &cido mevalbnico (6C). Essa molécula é fosforilada por 3 ATPs e ocorre a
descarboxilacdo e eliminacdo do grupo alcool da cadeia carb6nica. A descarboxilacdo gera um
composto de 5 carbonos o isopentenil difosfato (IPP), que por isomerizacdo gera o dimetillalil
difosfato (DMAPP) (DEWICK, 2009).

J& na via do metileritritol fosfato (MEP), uma molécula de piruvato reage com o
gliceraldeido-3-fosfato formando uma molécula 5 carbonos o 1-deoxy-D-xylulose-5-fosfato.
Essa molécula sofre reducdo por um NADPH e posterior rearranjo, formando o 2-C-metil-D-
eritritol-4-fosfato.

O 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato reage com a trifosfato de citidina (CTP) formando
uma molécula complexa que sofre fosforilacdo pelo ATP e posteriores redu¢des com consumo
de NADPH para formacéo do dimetillalil difosfato (DMAPP), que por isomerizacdo origina o
isopentenil difosfato (IPP). O DMAPP (5C) e IPP (5C) sdo combinadas por intermédio da
enzima prenil transferase gerando uma molécula base dos monoterpenos, o geranyl difosfato
(GPP). Esse sofre adicdo de uma molécula de IPP e origina a molécula precursora dos
sesquiterpenos, o farnesyl difosfato (FPP) (Figura 6) (DEWICK, 2002).

O FPP passa por ciclizacdo, e origina uma molécula base da biossintese do viridiflorol
e outros compostos intermediarios, o germacril cation (KUMAR et al., 2016) (Figura 4). De
acordo com Tran e Cramer (2014) o biciclogermacreno é usado sinteticamente para obtencéo
do composto (+)-ledeno também conhecido como viridiflorene. Sua obtencéo é alcancada por
diversas alteracbes moleculares, que geram intermedidrios por processo de rearranjo e
ciclizacdo. Além disso, uma investigacdo da rota metabdlica do viridiflorol realizada com o
Oleo essencial de Melaleuca quingquenervia, evidenciaram que entre esses compostos
intermediarios, o alloaromadendreno é uma molécula chave na obtencdo de uma série de
compostos quimicos como o viridiflorol e o ledol (BOMBARDA et al., 2001; SILVA et al.,
2010).
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Figura 6. Biossintese de viridiflorol.

O viridifloreno passa por um processo de oxidagéo e hidrogenacdo, com adi¢do de uma
hidroxila na cadeia carbdnica, originando o viridiflorol (PUBCHEM, 2019).

A biossintese do E-cariofileno € iniciada com a formacdo do geranil difosfato (GPP)
sobe condensacdo do isopentenil difosfato (IPP) e dimetillalil difosfato (DMAPP). A enzima
responsavel € a prenil transferase, que também atuara na adi¢cdo de uma molécula de IPP em
GPP para formacéo do farnesil difosfato (FPP) (SILVA et al., 2010 BARROS et al., 2009)

(Figura 7).

e

Figura 7. Molécula de E-cariofileno.

A molécula de FPP passa por um rearranjo com mudanca de posi¢do do grupo difosfato
e forma o cariofilil cation. O cariofilil cation passa por diversas reagcdes enzimaticas e provoca
a ciclizacéo, rearranjo e eliminag¢6es dando origem ao Humulil cation. O humulil cétion passa
por rearranjo com deslocamento de protons gerando o a-humuleno (SILVA et al., 2010).

O humulil cétions por ciclizagdo e rearranjo gera um composto instavel o cariofilil
cation, esse entdo é desprotonizado formando o FE-cariofileno, uma molécula estavel

quimicamente (DEWICK, 2002) (Figura 8).
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4. ARTIGO 1 ) )
PERFIL QUIMICO~E ATIVIDADE ANTIPROTOZOARIA DA AGUA RESIDUAL DA
HIDRODESTILACAOQO DE Varronia curassavica

RESUMO

O presente trabalho buscou avaliar o perfil quimico e a atividade antiprotozoaria da agua
residual da hidrodestilacdo de V. curassavica sobre o protozoario Ichthyophthirius multifiliis.
Amostras de folhas dos acessos VCUR-202 ¢ VCUR-503 foram submetidas ao processo de
hidrodestilacao (HD) por 140 min. Ao final do processo, a agua residual contida nos baldes foi
filtrada, liofilizada e preparada para a andlise quimica em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Foram testadas diferentes concentracdes da agua residual da HD, entre 1,00
mg.L! e 1000 mg.L"!, que foram utilizadas para o calculo das CLsp e CLoo. Avaliou-se a
mortalidade do protozoario nas fases trofonte e tomonte ap6s 4h exposi¢do as diferentes
concentragdes da agua residual. A dgua residual de ambos os acessos de V. curassavica VCUR-
202 e VCUR-503 se mostraram toxicos aos trofontes de /. multifiliis com CLso de 150,46 mg.L”
' e de 121,67 mgL!; e aos tomontes, com CLsy de 199,63 mgL! e 122,65 mg.L",
respectivamente. Os resultados do presente trabalho mostram que o residuo gerado no processo
de hidrodestilagao do 6leo essencial de V. curassavica € rico em substancias fenolicas do grupo
dos flavonoides e acidos fendlicos, e apresenta toxicidade sobre o parasita 1. multifiliis.

Palavras-chave: erva-baleeira, extrato aquoso, folhas residuais, flavonoides, acidos fenolicos,
Ichthyophthirius multifiliis.



23

ABSTRACT
Chemical profile and antiprotozoal activity of wastewater from hydrodistillation of
Varronia curassavica

The aim of the present study was to evaluate the chemical profile and the antiprotozoal activity
of the residual water from hydrodistillation of V. curassavica on the protozoan Ichthyophthirius
multifiliis. Leaf of accessions VCUR-202 and VCUR-503 underwent the hydrodistillation
process for 140 min. At the end of the process, the residual water contained in the flasks was
filtered, freeze dried, and prepared for chemical analysis in high performance liquid
chromatography. Different concentrations of the residual water, between 1.00 mg.L™! and 1000
mg.L! were tested, which were used to calculate LCso and LCoo. The mortality of the protozoan
was evaluated in the trophont and tomont phases after 4-h exposure to the different
concentrations of residual water. The residual water of both genotypes of V. curassavica proved
to be toxic to the trophonts (VCUR-202 = 150.46 mg.L"! and VCUR-503 = 121.67 mg.L™!") and
tomonts (VCUR-202 = 199.63 mg.L"! and VCUR-503 = 122.65 mg.L") of I multifiliis. The
results of the present study show that the residual water generated in the essential oil
hydrodistillation process for V. curassavica is rich in phenolic substances of the flavonoid and
phenolic acid group, and it is toxic to the parasite 1. multifiliis.

Key-words: erva-baleeira; aqueous extract; essential oil distillation; flavonoids; phenolic acids;
Ichthyophthirius multifiliis.

4.1. Introducéo

Os oOleos essenciais podem ser extraidos pelos métodos de arraste a vapor,
hidrodestilagdo, prensagem a frio, extragdo por solvente, fluido supercritico e microondas, dos
quais a hidrodestilacdo ¢ um dos métodos que pode lervar ao acumulo de residuos agricola
(Dhouibi et al. 2020) que sdo potenciais causadores de impactos ambientais. No processo de
hidrodestilacdo as partes vegetais (seja folha, caule, inflorescéncia, etc) sdo colocadas em um
recipiente, geralmente um baldo de fundo redondo, onde ¢ adicionado agua suficiente para total
imersdo do material, que é entdo aquecido (El Kharraf et al. 2020). O vapor gerado no
cozimento das folhas carrega o 6leo essencial que é condensado para a forma liquida, que ao
final do processo € coletado e armazenado (Ngo et al., 2020).

Dentre as espécies de destaque farmacolégico, a Varronia curassavica (ex Cordia
verbenacea) € um arbusto aromatico utilizado na medicina tradicional (Miller & Gottschling
2007) que pode ser encontrada naturalmente em paises da América Central e Sul (Weeks et al.
2010). Além do uso na industria farmacéutica, na formulacdo de um fitoterapico anti-
inflamatdrio, o 6leo essencial dessa espécie apresenta atividade contra fitopatogenos (Silva et
al. 2019) e contra o parasita de peixes de agua-doce Ichthyophthirius multifiliis, sendo
observada maior toxicidade sobre esse protozoario para os acessos VCUR-202 (rico em
germacreno D-4-ol) e VCUR-503 [rico em E-cariofileno e viridiflorol] (Nizio et al. 2018).

O I. multifiliis € um protozoario unicelular, agente patogénico da ictioftiriase,
comumente conhecida como “doenga dos pontos brancos”, que traz prejuizos a industria
aquicola (Matthews 2005). Na fase infecciosa, os trofontes perfuram a pele do hospedeiro e se
alimentam do tecido podendo leva-lo a morte ou podem atuar como porta de entrada para
bactérias gram-negativas e fungos causadores de infecgdes secundarias em peixes jovens. Apos
se alimentar do peixe, 0s protozoarios sdo liberados no ambiente na forma de tomontes, sendo
uma importante fase para sua divisdo celular e posterior liberagdo de novos individuos
infectantes no ambiente aquatico que serdo responsaveis pela infec¢do de outros peixes (Xu et
al. 2012). Os trofontes correspondem a fase adulta do protozoario, enquanto os tomontes
correspondem a fase encistada e de multiplicacdo.
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O principal produto comercial usado no controle do protozoario em peixes ornamentais
é o verde malaquita, que é proibido em diversos paises por deixar residuos no animal, meio
ambiente e ser um produto carcinogénico. As intervencgdes terapéuticas sdo limitadas. A forma
mais eficiente para controle € o uso de desinfetantes que eliminam terontes e trofontes maduros
recém eliminados. Estratégias para minimizar temos o vazio sanitario com limpeza e
desinfeccdo do ambiente (Kwan et al. 2020). Neste sentido, existe uma demanda por produtos
alternativos para controle desse parasita, dentre 0s quais, destaca-se os produtos de origem
vegetal. O dleo essencial de alguns acessos de V. curassavica exibiram atividade contra o |.
multifiliis (Nizio et al. 2018), entretanto, até 0 momento néo ha estudos envolvendo o potencial
bioldgico do residuo gerado durante a hidrodestilacéo das folhas dessa planta. Alguns trabalhos
comprovaram a atividade antifingica e antioxidante da agua residual da hidrodestilacdo de
Artemisia campestris (Rocha et al. 2021) e Centaurea nicaeensis (Dhouibi et al. 2020).

Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil quimico e a atividade
antiprotozoaria da &gua residual da hidrodestilagdo de V. curassavica sobre o I. multifiliis. Esse
trabalho trara alternativa importante para a utilizacdo dos residuos da extracdo do 6leo essencial
dessa espécie, bem como, para auxiliar na reducdo dos impactos ambientais.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Material vegetal e preparacéo do extrato

Foram utilizados os acessos VCUR-503 e VCUR-202 da colecdo de Varronia
curassavica do Banco Ativo de Germoplasma de plantas medicinais e aromaticas da
Universidade Federal de Sergipe, localizado na cidade de Sao Cristovao, Sergipe, Brasil. O
projeto esta registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o nimero ASCCB3B.

Folhas coletadas de ambos acessos foram submetidas a secagem em estufa com
circulacdo de ar forcada a 40°C por 5 dias. Amostras de 70g de folhas secas foram colocadas
em baldo de vidro contendo 2,0 litros de agua destilada, e submetidas a hidrodestilacdo em
aparelho Clevenger modificado, por 140 min ap6s inicio da condensacdo (Nizio et al. 2018).
Ao final do processo, o residuo aquoso contido no baldo de vidro foi transferido para erlenmeyer
e filtrado em papel filtro qualitativo para remocao de restos vegetais e impurezas.

O volume filtrado foi transferido para frascos plasticos e congelados a -54°C em
ultrafreezer (Liotop UFR 30). Ap6s o congelamento, os frascos foram levados para o
liofilizador (Liotop L101) sobre pressdo de 79 umHg por 5 dias. A &gua residual liofilizada
obtida ao final do processo foi transferido para frascos de vidros e mantidos sobre refrigeracdo
durante todo estudo.

4.2.2. Analise quimica

Para a analise cromatogréafica, a agua residual foi dissolvida em agua ultrapura, agitada
por alguns segundos e depois centrifugada (Eppendorf minispin, BioResearch, S&o Paulo, SP,
Brasil) a 13,400 rpm por 5 min antes das analises de Cromatografia liquida (CL) para
otimizacdo das condicdes e padronizacdo da metodologia de anélise para cada acesso testado.

A melhor condicdo de separacdo dos compostos foi obtida apos otimizacGes realizadas
avaliando-se 0s seguintes parametro: a natureza da fase estacionaria, como Kinetex C18 (250
x 4,6 mm, 5 um) e Kinetex fenil- hexil (150 x 4,6 mm, 5 um; Phenomenex); modificador
organico da fase movel (metanol e acetonitrila); efeito da acidificacdo da fase aquosa com acido
foérmico; forma do gradiente de eluicdo e comprimento de onda para a detec¢cdo de compostos
(entre 200 e 400 nm). O melhor método de separacao foi entdo utilizado para a obtencéo dos
perfis quimicos das amostras analisadas.

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo liquido (Shimadzu -
Quioto, Japdo) modelo Prominence composto por: médulo de comunicacdo CBM-20A,
degaseificador DGU-20A3, sistema binario de bombas LC-20AT, injetor automatico SIL-
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20AHT, detector espectrofotométrico com arranjo de diodos SPD-M20A, forno de colunas
CTO-20A (Sistema Analitico). Os dados foram coletados e tratados usando o software LC
Solution. O método cromatografico utilizado para a separacdo dos compostos foi aquele em que
se empregou coluna analitica Kinetex C18 (250 x 4,6 mm id, 5 um; Phenomenex, Torrance,
CA, EUA), fase movel constituida por solucdo aquosa de acido formico 0,5% (v/v) (A) e
acetonitrila (B), empregando o seguinte gradiente de eluicdo: 5-20% de B em 15 min; 20-22%
de B em 10 min; 22-25% de B em 10 min; 25-35% de B em 10 min; 35-55% de B em 3 min;
55-60% de B em 2 min; 60-100% de B em 5 min; isocratico em 100% de B por 5 min;
retornando as condi¢es iniciais do sistema em 5 min; mantendo um tempo de condicionamento
da coluna entre as analises de 40 min. Foi utilizada vazdo da fase mével de 1,0 mL min®,
volume de injegdo da amostra de 25,0 uL e temperatura do forno da coluna a 30 °C. O
monitoramento dos compostos presentes nas amostras foi realizado a 254 nm. As classes foram
identificadas como descrito por Campos & Markham (2007).

4.2.3. Atividade antiprotozoaria in vitro

Os protozoarios de I. multifiliis foram obtidos de peixes infectados da espécie
Colossoma macropomum. A multiplicacdo do parasita foi realizada utilizando 15 protozoarios
removidos dos peixes infectados e inoculados em béqueres de 2000 mL contendo peixes sadios.
Apos a infecgdo, os peixes foram anestesiados e sacrificados por concussdo cerebral. Para
remog¢ao do protozoario na fase trofonte, a pele do peixe foi submetida a raspagem superficial
com auxilio de uma lamina de vidro, e passaram por lavagem em agua destilada para remogao
do muco do peixe. Apds separacdo, os protozodarios foram transferidos para placas de Petri de
poliestireno medindo 60 x 15 mm contendo agua destilada. Foi preparada uma solugdo estoque
da qual foram retiradas aliquotas especificas para garantir as concentragdes a serem testadas.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité de ética para uso de
animais da Embrapa Tabuleiros Costeiros sob o nimero de protocolo 03.13.09.005.00.05.001.
Foram utilizadas duas fases do protozoario: trofontes (retirados da pele do peixe) e tomonte
obtido através da incubagdo dos trofontes por 4h a 24°C, conforme metodologia descrita por Fu
etal.(2014). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repetigoes.
Foram testadas de 6 a 10 concentracdes entre 1,00 mg.L! e 1000 mg.L"!. Cada unidade
experimental foi composta por 10 protozodrios. Foi avaliada a mortalidade dos trofontes e
tomontes de 1. multifiliis ap6s 4h de exposi¢do as diferentes concentracdes da agua residual da
hidrodestilacao.

4.2.4. Anélises estatisticas

Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de probit para determinagdo das
curvas de concentragdo-mortalidade. Foram aceitas as curvas cujas probabilidades de aceitacao
da hipotese de nulidade pelo teste de x> foram maiores que 0,05. As concentra¢des letais foram
estimadas para as mortalidades de 50 e 90% (CLso e CLoo) € os intervalos de confianca a 95%
de probabilidade foram estimados usando o software SAS (PROC PROBIT).

4.3. Resultados

4.3.1. Andlise quimica da agua residual

Ap0s a desidratacdo da agua residual da hidrodestilacdo, o produto resultante apresentou
consisténcia seca e pulverulenta de coloracdo amarelada. Nao houve alteracdo na coloracéo do
produto apés 1 més de obtencdo e armazenamento em geladeira comum. A agua residual
liofilizada apresentou solubilidade em agua na proporcdo 1:1, e se mostrou vidvel para
aplicacdo no teste de toxicidade sobre o ictio.

No perfil quimico obtido para os extratos observou-se 14 picos para ambos 0s acessos
testados, sendo 11 deles identificados. As substancias foram detectadas na faixa RT de 3-54
min, com maior concentracdo entre 12 e 23 min. Para o acesso VCUR-503, os picos 6, 9, 13 e
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14 se apresentaram como majoritarios, no entanto, o acesso VCUR-202, apesar de exibir as
mesmas substancias observadas para VCUR-503, apresentou majoritariedade para os picos 1,
3,9, 13 e 14 (Figura 1).

Os espectros observados para cada substancia se assemelham as classes de compostos
flavonoide e &cido fenolico baseado em Campos & Markham (2007) (Figura 2 e Tabela 1).

4.3.2 Atividade antiprotozoaria in vitro

A &gua residual obtida de ambos os gendtipos de V. curassavica se mostraram toxicas
aos trofontes e tomontes de I. multifiliis. De acordo com o intervalo de confianca ndo foi
verificado diferenca significativa entre os acessos testados para trofontes. As concentragdes
necessarias para atingir 50% de mortalidade para essa fase do parasito foram 150,46 mg L™
(VCUR-202) e 121,67 mg L (VCUR-503). Para o efeito letal em 90% dos protozoarios foram
estimadas as concentracdes de 534,46 mg L e 483,01 mg L%, respectivamente (Tabela 2).

Para a eliminacdo dos tomontes, o gendtipo VCUR-503 se mostrou mais eficiente
quando comparado ao VCUR-202, considerando a CLso (VCUR-202) e 122,06 mg L™ (VCUR-
503). A toxicidade requerida para eliminar 90% do individuos foi superior para 0 VCUR-202,
entretanto, houve um aumento de 4 vezes da CLgo em relagédo a CLso para 0 VCUR-503, sendo
observado as concentragdes letais de 802,93 mg L (VCUR-202) e 668,13 mg L (VCUR-503)
(Tabela 3).

4.4. Discussao

As substancias encontradas na agua residual dos acessos de V. curassavica estdo de
acordo com o perfil fitoquimico verificados na literatura. De acordo com trabalhos publicados
com a espécie, os compostos dos grupos flavonoide (Roldao et al. 2008), tanino (Alves et al.
2014), calcone (Roldao et al. 2008), xantona (Alves et al. 2014) e fenol (Santi et al. 2014) estdo
comumente associados ao extrato das folhas e inflorescéncias do género Varronia (ex Cordia)
conforme demonstrado na Tabela 4. Na literatura foram observados 12 grupos de metabolitos
secundarios de ocorréncia mutua na V. curassavica (sin. C. verbenacea) (Roldao et al. 2008).
Dentre eles, os flavonoides e os &cidos fendlicos foram os mais descritos nos artigos cientificos
dentro do género Cordia, como substancias bioativas responsaveis por diversas propriedades
medicinais.

Os flavonoides correspondem a maior classe de fendlicos vegetais de alto peso
molecular. Sua estrutura € composta por 15 carbonos com esqueleto C6-C3-C6 organizados em
dois anéis aromaticos substituidos (Alseekh et al. 2020). Essa classe pode se dividir em
diferentes grupos (flavona, flavonol, isoflavona, flavanona, flavanol e diidroflavondis)
dependendo das alteraces quimicas no anel carbdnico (Shakour et al. 2020). Em geral, os
flavonoides apresentam uma estrutura composta por cadeias carbonicas compostas por
hidroxilas (-OH) e grupos cetos (C=0).

Ja os &cidos fendlicos sdo compostos que apresentam em sua estrutura quimica um anel
benzénico e um grupo carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila.
Podem ser divididos com base na sua origem como derivados do acido hidroxibenzoico ou
derivados do acido hidroxicindmico (Angelo & Jorge 2007). As moléculas predecessoras do
acido hidroxibenzdico possuem estrutura quimica composta por C1-C6, sendo o acido galico,
p-hidroxicinamico (Liu et al. 2019), com destaque para 0 protocateico, vanilico e siringido
como principais representantes. Entretanto, os compostos originados do acido hidroxicindmico)
sdo compostos aromaticos com trés carbonos que formam uma cadeia lateral com C3-C6, dos
quais sdo mais comuns em especies do género Cordia, o acido cafeico e o acido ferulico (Oza
et al. 2017; Marini et al. 2018).

A toxicidade de ambos acessos VCUR-202 e VCUR-503 de V. curassavica sobre o
protozodrio I. multifiliis pode estar relacionada a presenca de flavonoides e compostos fendlicos
como verificado em trabalhos que comprovaram a eficacia dessas substancias no controle de
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protozoarios de importancia na saude humana como Trypanosoma cruzi (Baldim et al. 2017) e
Babesia bigemina (Batiha et al. 2020). Entretanto, é perceptivel que as concentragdes
requeridas para causar a mortalidade dos tomontes foram superiores quando comparados aos
trofontes. A principal explicacdo estéd relacionada ao fato do protozoario sintetizarem uma
parede cistica para proteger os tomontes de danos ambientais durante a divisdo binaria, nesse
caso, concentracfes maiores seriam necessarias para provocar danos a parede e promover
possivel dano celular ao protozoario.

Tanto os &cidos fendlicos quanto os flavonoides possuem em suas estruturas hidroxilas
(-OH) e cadeias carbonicas aromaticas. Entretanto, os acidos fenolicos apresentam maior
namero de cadeias laterais e menor nimero de hidroxilas, enquanto os flavonoides s&o mais
ricos em hidroxilas (Dewick, 2009). Essa diferenca estrutural pode impactar acentuadamente
sobre os mecanismos de acdo dessas substancias (Nakamura et al. 2020) e que foram
responsaveis pela mortalidade do protozoario em estudo.

Esse radical OH pode interagir com componentes presentes na membrana celular com
relativa polaridade e, em associacdo com cadeias hidrofobicas, provocar uma desordem que
leva ao estravasamento do conteudo celular e morte de organismos unicelulares como
protozoarios e bactérias (Baranovi¢ & Segota 2018, Wang et al. 2018).

4.5. Conclusao

Os resultados do presente trabalho mostram que o residuo gerado no processo de
hidrodestilacdo do 6leo essencial de V. curassavica € rico em substancias fenélicas do grupo
dos flavonoides e acidos fendlicos, e apresenta toxicidade sobre o parasita I. multifiliis. Este
conhecimento pode abrir caminhos para reforcar a utilizacdo industrial e sustentavel dessa
espécie medicinal e auxiliar no desenvolvimento de um método de controle alternativo desse
importante parasita de peixes de dgua doce.
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acessos de Varronia curassavica.
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Fig. 2. Cromatogramas de LC-UV da solucdo residual do processo de 6leo essencial de dois
acessos de Varronia curassavica. (1) acido fendlico; (2) acido fendlico; (3) ndo indetificado 1;
(4) flavonoide; (5) acido fendlico; (6) flavonoide; (7) flavonoide; (8) flavonoide; (9) flavonoide;
(10) flavonoide; (11) ndo indetificado 2; (12) ndo indetificado 3; (13) acido fendlico; (14)
flavonoide.
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Tabela 1
Compostos fenolicos presentes na dgua residual da hidrodestilacdo de 6leo essencial de dois
acessos de Varronia curassavica.

Pico RT (min) A UV (nm) Classe de composto
1 3,45 257 acido fendlico
2 4,01 254 acido fenolico
3 8,66 233 (max.), 275 NI-1

4 12,28 260 flavonoide

5 12,67 243, 323 (max.) acido fenolico
6 16,54 255 (max.), 353 flavonoide

7 17,19 255 (max.), 351 flavonoide

8 17,79 255 (max.), 353 flavonoide

9 18,57 255 (max.), 353 flavonoide

10 18,97 255 (max.), 350 flavonoide

11 21,24 253 (max.), 341 NI-2

12 23,19 246, 324 (max.) NI-3

13 35,63 226 (max.), 329 acido fenodlico
14 53,58 255, 347 (max.) flavonoide
Tabela 2

Toxicidade (CLso e CLoo) da agua residual da hidrodestilacdo do 6leo essencial de dois acessos
de Varronia curassavica sobre trofontes de Ichthyophthirius multifiliis apds 4h de exposicao.
CLso (95% IC) CLago (95% IC)

2 -
Tratamento (mg LY) (mg L) e p-valor
150,46 534,46
VEUR-202 (131,00-169,58) (43613-712,67) o410 0914
121,67 483,00
VEUR-503 (92,93-147,68) (408,04-603,72) 2,921 0,596
Tabela 3

Toxicidade (CLso e CLgo) da agua residual da hidrodestilacdo do dleo essencial de dois acessos
de Varronia curassavica sobre tomontes de Ichthyophthirius multifiliis apds 4h de exposicao.

CLso (95% IC) Cloo (95% IC) . _

Tratamento (mg L) (mg LY Y p-valor
199,63 802,93

VCUR-202 (170,65-227,25) (630,13-1161,06) ~ °#0 0.9

VCUR-503 122,06 068,13 0421 0,935

(98,45-142,31) (455,68-1396,32)
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5. ARTIGO 2 ) )
DESEMPENHO DE PROGENIES DE MEIOS-IRMAOS DE Varronia curassavica:
ANALISES ~ MORFOAGRONOMICA,  QUIMICA  E  ATIVIDADE

ANTIPROTOZOARIA CONTRA Ichthyophthirius multifiliis
RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o desempenho morfoagronémico e quimico de
progénies de meios-irméos de Varronia curassavica e avaliar a atividade antiprotozoéria in
vitro do dleo essencial (OE) sobre Ichthyophthirius multifiliis. Os experimentos foram
conduzidos na fazenda experimental “Campus Rural da UFS” e na Emprapa Tabuleiros
Costeiros. Foram coletadas sementes no acesso parental VCUR-503 (quimiotipo £-cariofileno
Iviridiflorol) e semeadas em sementeiras individualizadas contendo solo de textura média. As
plantulas geradas constituiram progénies de meios-irmaos. Essas, juntamente com o parental
materno foram transferidas para campo em espacamento 1,0 x 1,0 m. Foram avaliadas
caracteristicas morfoldgicas diversas, além de massa seca, teor, rendimento de OE, composicao
quimica do OE, e a atividade antiprotozaria sobre 1. multifiliis. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e multivariada. A anéalise de agrupamento morfol6gico indicou a presenca
de dois grupos, sendo observada diferenca apenas para altura de planta (Grupo | = 146,57+21,56
cm e Grupo Il = 202,25+16,82 cm). As progénies de meios-irmaos VCUR-503-42 e VCUR-
503-58 se destacaram por produzirem matéria seca superior a 500 g.planta™. Para o teor e
rendimento de OE, 71% e 43% das progénies de meios-irmaos foram superiores ao parental
VCUR-503, respectivamente. A andlise de agrupamento quimico evidenciou a formacao de
dois grupos, sendo o grupo Il formado por 22 progénies com maiores teores de a-pineno
(7,92%), E-cariofileno (7,77%) e viridiflorol (46,74%). Progénies de meios-irmé&os com teores
de viridiflorol entre 42,41% e 64,74% proporcionaram mortalidade do protozoario na
concentragio de 10 mg.L! que variaram entre 35% e 72%. Observou-se que além do F-
cariofileno, outros compostos podem atuar de forma sinergistica com o viridiflorol, enquanto
compostos como a-pineno e germacreno D, podem atuar de foma antagbnica, reduzindo a
atividade antiprotozoaria do Oleo essencial. A obtencdo de progénies de meios-irmaos
proporcionou a melhoria de diversas caracteristicas agrondmicas e quimicas. Dentre as
progénies de meios-irmaos que apresentaram superioridade ao parental feminino quanto as
caracteristicas agronémicas e quimicas simultaneamente, pdde-se destacar as seguintes VCUR-
503-30, VCUR-503-75, VCUR-503-79, VCUR-503-101 e VCUR-503-119.

Palavras-chave: Varronia curassavica, melhoramento vegetal, éleo essencial, viridiflorol,
Ichthyophthirius multifiliis.
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ABSTRACT
Performance of half-sib progenes of Varronia curassavica: morphoagronomic, chemical
and antiprotozoa activity analysis against ichthyophthirius multifiliis

The objective of the present work was to evaluate the morphoagronomic and chemical
performance of Varronia curassavica half-sib progenies and to evaluate the in vitro
antiprotozoal activity of the essential oil on Ichthyophthirius multifiliis. The experiments were
carried out at the experimental farm “Campus Rural da UFS” and at Emprapa Tabuleiros
Costeiros. Seeds were collected from the parental accession VCUR-503 (chemotype E-
caryophyllene/viridiflorol) and sown in individual seedbeds containing medium textured soil.
The generated seedlings constituted half-sib progenies. These, along with the maternal parent,
were transferred to the field at 1.0 x 1.0 m spacing. Different morphological characteristics
were evaluated, in addition to dry mass, content, EO yield, EO chemical composition, and
antiprotozoal activity against I. multifiliis. Data were submitted to analysis of variance and
multivariate. The morphological cluster analysis indicated the presence of two groups, with
differences being observed only for plant height (Group | = 146.57+21.56 cm and Group Il =
202.25+£16.82 cm). The half-sib progenies VCUR-503-42 and VCUR-503-58 stood out for
producing dry matter greater than 500 g.plant-1. For EO content and yield, 71% and 43% of
half-sib progenies were superior to the parental VCUR-503, respectively. The chemical cluster
analysis showed the formation of two groups, with group Il formed by 22 progenies with higher
levels of a-pinene (7.92%), E-caryophyllene (7.77%) and viridiflorol (46, 74%). Half-sib
progenies with viridiflorol contents between 42.41% and 64.74% provided protozoan mortality
at a concentration of 10 mg.L-1, which varied between 35% and 72%. Observou-se que além
do E-cariofileno, outros compostos podem atuar de forma sinergistica com o viridiflorol,
enquanto compostos como a-pineno e germacreno D, podem atuar de foma antagonica,
reduzindo a atividade antiprotozoaria do 6leo essencial. Obtaining half-sib progenies provided
the improvement of several agronomic and chemical characteristics. Among the half-sib
progenies that showed superiority to the female parent regarding the agronomic and chemical
characteristics simultaneously, the following VCUR-503-30, VCUR-503-75, VCUR-503-79,
VCUR-503-101 could be highlighted. and VCUR-503-1109.

Key-words: Varronia curassavica, recurrent selection, plant breeding, essential oil,
Ichthyophthirius multifiliis

5.1. Introdugéo

A Varronia curassavica Jacq. syn. Cordia verbenacea DC. é uma planta medicinal e
aromatica nativa do Brasil com importancia econémica e farmacéutica (Miller e Gottschling,
2007, Perini et al., 2015). A alta plasticidade fenotipica dessa espécie permite que ela ocorra
espontaneamente em biomas brasileiros como caatinga, cerrado e mata-atlantica, além de
existirem relatos de sua ocorréncia em regides de outros paises (Weeks et al., 2010, Mendes et
al., 2015, Carvalho et al., 2017).

A V. curassavica é uma espécie alogama de porte arbustivo, perene e pode atingir dois
metros de altura (Hoeltgebaum et al., 2018). Suas folhas possuem tricomas glandulares que
produzem o6leos essenciais que sdo empregados no desenvolvimento de fitoterapicos e
aromatizantes (Ventrella e Marinho, 2008; Basting et al., 2019). Além da aplicagdo medicinal,
a especie vem apresentando resultados de pesquisa satisfatorios no combate a pragas na
piscicultura. A acdo biocida do dleo essencial sobre 0 protozoario parasita Ichthyophthirius
multifiliis em peixes de agua doce foi comprovado por Nizio et al. (2018).

Esse protozoario apresenta duas fases importantes para o0 processo infecioso no peixe:
trofonte e tomonte. Na fase trofonte, os protozoarios estdo aderidos ao muco do peixe e
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procovam perfuracGes em sua pele, ja na fase tomonte, 0 protozoario se desprende do peixe e
cria uma parede cistica responsavel por proteger sua fase de multiplicacdo. Esse protozoario é
responsavel por causar grandes danos econdmicos na aquicultura mundial, sendo o agente
causal da ictioftiriase ou “doenga dos pontos brancos”. Além disso, a rpida multiplicacdo e
resisténcia aos produtos comerciais, dificultam seu controle, e comprometem a criacdo de
peixes para alimentagdo ou ornamentacao (Matthews, 2005; Xu et al., 2012; Cararo et al., 2017,
Kwan et al., 2020).

Nos ultimos anos, diversos estudos ressaltaram a necessidade de tratamento alternativo
para essa doenca, incluindo a busca por espécies medicinais com acdo biocida (Liang et al.,
2015; Lin et al., 2016; Baldissera et al., 2018. Dentre os compostos que conferem a atividade
antiprotozioaria do Oleo essencial de V. curassavica contra o I|. multifiliis, estdo os
sesquiterpenos E-cariofileno e viridiflorol. Entretanto, os baixos teores desses compostos
comprometem o uso dessa espécie vegetal como matéria-prima no desenvolvimento de futuros
produtos. Por essa razdo, a aplicacdo de métodos de melhoramento torna-se necessario para o
desenvolvimento de cultivares que atendam a essas exigéncias.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de progénies
de meios-irmdos de V. curassavica quanto as caracteristicas morfoagronémicas, quimicas e
atividade antiprotozoéria do 6leo essencial sobre I. multifiliis.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Material vegetal

O experimento foi implantado na fazenda experimental “Campus Rural da UFS”,
localizado no municipio de S&o Cristovao-SE, com coordenadas geograficas latitude 11°00°S e
longitude 37°12°W.

5.2.2. Obtencéo das progénies de meios-irmaos

O meétodo de melhoramento utilizado foi a selecdo recorrente. Para obtencdo das
progénies de meios-irmaos, foram coletadas sementes do acesso VCUR-503 (quimiotipo £
cariofileno /viridiflorol), mantido juntamente com outros acessos da colecdo de V. curassavica,
do banco ativo de germoplasma (BAG) de plantas medicinais e aromaéticas da Universidade
Federal de Sergipe (SISGEN A8CCB3B).

As sementes coletadas constituiram as progénies de meios-irmaos. Antes da coleta das
sementes foi realizado um monitoramento diario das inflorescéncias do acesso VCUR-503 para
identificar a presenca de flores fecundadas e de frutos em estadio de maturidade fisiol6gica (cor
vermelha). As inflorescéncias foram protegidas por sacos de tecido-ndo-tecido (TNT), quando
apresentavam mais de 50% das flores fecundadas, para garantir que os frutos fossem coletados
integros, sem danos as sementes formadas.

Os frutos coletados foram acondicionados em sacos de papel e, posteriormente,
submetidos a lavagem em agua corrente para remocao de toda a polpa. As sementes foram
semeadas em sementeiras individualizadas contendo solo de textura média coletado na colecéo
de V. curassavica do BAG e transferidas para casa de vegetacdo com irrigacdo. Apds a
formagéo do terceiro par de folhas, as plantas foram transferidas para copos de polietileno
contendo 0 mesmo substrato acrescido de esterco bovino na proporcdo 3:1. Cada planta foi
identificada com o cddigo do parental materno VCUR-503 seguido de um ndmero cardinal da
progénie (ex. VCUR-503-01). Uma muda do parental materno foi produzida por estaquia no
mesmo periodo de desenvolvimento das progénies de meios-irmaos na casa de vegetacdo. Ao
total, foram obtidas 88 progénies de meios-irmaos.

Apols 60 dias, as progénies e o parental materno foram transferidas para 0 campo
(margo/2018) em espagamento 1,0 x 1,0 m, sendo identificadas por estacas de madeira. Para o
preparo do solo foi realizada aracéo e gradagem. A adubacdo de fundacdo foi realizada com 1.0
L/cova de esterco bovino curtido. Para adubacdo de cobertura foi realizada aplicacdo da dose
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de 3.0 L/planta de esterco bovino curtido. As plantas permaneceram sem irrigacdo por todo o
experimento, afim de proporcionar maior pressdo de selegéo e identificagdo de materiais
tolerantes a seca.

5.2.3. Avaliacéo morfolégica

Aos 180 dias apds o transplantio para campo foram realizadas as avaliacGes
morfologicas. Foram utilizados como descritores morfoldgicos as seguintes caracteristicas
morfoldgicas: altura da planta (AL) medida da regido do colo até a maior ramificacdo (cm);
diametro da copa (DCO) medindo-se dois galhos paralelos em direcbes opostas (cm);
comprimento do peciolo (CP); comprimento (CF) e largura da folha (LF) realizada em 5 folhas
entre a 5° e 7° regido nodal (cm); comprimento do internddio (CI) realizada entre a 4° e 8° regido
nodal (cm); diametro do caule (DC) a 10 cm do solo (cm) e area foliar (AF) (mm2). Para analise
da area foliar foram utilizadas 10 folhas do 5° e 6° n6 de cada planta, com auxilio de um medidor
de area foliar modelo LI1-COR modelo LI1-3100c.

5.2.4. Avaliacdo agrondmica

A colheita da parte aérea ocorreu aos 300 dias ap0s o transplantio (janeiro/2019), através
de um corte da planta a 40 cm do nivel do solo. Os materiais colhidos foram desfolhados e
levados a estufa com circulacdo forcada de ar a 40°C+1 por cinco dias (Ehlert et al. 2006). Ap6s
a secagem, o material foi pesado para determinacdo da massa seca de folhas (MSF) e
inflorescéncias (g.planta-1). Para determinagdo do teor (TOE) e rendimento do 6leo essencial
(ROE) foram pesados 35¢g de folhas e inflorescéncias e transferidos para baldes de vidro com
capacidade para 3000 mL com adicdo de 1500 mL de agua destilada. O material foi submetido
ao processo de hidrodestilacdo em aparelho Clevenger por 140 min, em triplicata, para extracédo
do 6leo essencial (Nizio et al. 2018). O teor (TOE) e rendimento de 6leo essencial (ROE) foram
calculados de acordo com as formulas:

, v
Teor de Oleo Essencial (%) = (—) x 100
m
Onde: v= volume de 6leo essencial extraido da amostra; m= massa seca da amostra.

TOE x MSF)

Rendimento de Oleo Essencial (mL.planta®) = ( 100

Onde: MSF= massa seca de folhas e inflorescéncias.

Apds extracao, os 6leos essenciais foram mantidos em frascos ambar e armazenados
em freezer até analise quimica.

5.2.5. Caracterizacdo quimica

As analises quimicas foram realizadas em um equipamento CG/EM/DIC
(GCMSQP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) equipado com um amostrador
com injecdo automatica AOC-20i (Shimadzu) seguindo metodologia descrita por Sampaio et
al. (2016). A identificagdo dos componentes foi realizada com base na comparagdo do indice
de retencdo (Van den dool e Kratz, 1963) para uma série homologa de n-alcanos obtidas por
co-injec@o de amostras de petréleo com uma mistura de hidrocarbonetos lineares, bem como
através da comparagdo dos espectros com os bancos de dados e NIST21 e NIST107 da
biblioteca CG / EM e espectros de massa publicados (Adams 2017).

5.2.6. Ensaio de atividade antiprotozoaria
Peixes infestados com o parasita foram adquiridos comercialmente. Os parasitas foram
isolados através da raspagem da pele do peixe com auxilio de uma lamina de vidro retirando-
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0s juntamente com a mucosa. O produto da raspagem passou por lavagem em agua destilada
para separacao e selecdo dos parasitas.

A multiplicacdo dos parasitas foi realizada em béqueres contendo agua de aquario e
peixes sadios da espécie Colossoma macropomum, onde foram acrescentados 15 protozoarios
ativos. Apos a infestacdo, os peixes foram anestesiados e sacrificados por concussio cerebral.
Para remoc¢ao do protozoario na fase trofonte, a pele do peixe foi submetida a raspagem
conforme descrito inicialmente. Apos separagdo, os protozodarios foram transferidos para placas
de Petri de poliestireno medindo 60 x 15 mm contendo agua destilada. Foi preparada uma
solucao estoque com o Oleo essencial da qual foram retiradas aliquotas especificas para garantir
as concentragdes a serem testadas.

Cada unidade experimental foi composta por 10 protozoarios. Foi avaliada a
mortalidade dos trofontes e tomontes de /. multifiliis apds 1h de exposi¢do as diferentes
concentragdes do 6leo essencial das progénies de meios-irmaos VCUR-503-119, VCUR-503-
91, VCUR-503-34, VCUR-503-66 ¢ VCUR-503-101, além do parental VCUR-503. As
concentragdes iniciais testadas foram: 0,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0 mg. L%, além do controle
agua+tween 80, conforme descrito por Nizio et al. (2018). A mortalidade obtida na
concentracdo de 10 mg. L™ foi utilizada para diferenciacdo das progénies.

5.2.7. Andlise estatistica

Os dados morfologicos e quimicos foram submetidos a analise multivariada (analise de
grupamento e analise de componentes principais) usando o software Statistica 7.0. A
dissimilaridade entre as progénies de meios-irmdos e parental foi simplificada através de
dendrograma com base na distancia euclidiana pelo método de Ward. Para os dados
agronémicos foram excluidas as progénies de meios-irmaos que apresentaram MSF inferior a
100 g.planta®, sendo selecionadas apenas aquelas que produziram MSF superior a esse valor.
Dessa forma, foram consideradas 72 progénies de meios-irm&os, para as quais os dados foram
submetidos a andlise de variancia e teste de agrupamento de Scott Knott (p > 0,05) para as
variaveis TOE e ROE. O corte para formacdo dos grupos foi realizado a 70% da distancia
euclidiana méaxima. As médias dos dados morfoagrondmicos e quimicos foram comparadas
com seus respectivos desvios padrao usando o software Graph Pad Prism®. Os dados referentes
a atividade antiprotozoaria foram submetidos a analise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p > 0,05).

5.3. Resultados

5.3.1. Analise morfoagronémica

Observou-se alta variabilidade morfologica entre as progénies de meios-irméos para
todas as variaveis. As medidas variaram de 2,50-6,10 cm para largura da folha (LF); 7,70-20,00
cm para comprimento da folha (CF); 0,30-1,40 cm para comprimento do peciolo (CP); 9,46-
38,27 cm? para area foliar (AF); 94,00-252,00 cm para altura de planta (AL); 2,40-9,20 cm para
didametro do caule e 94,10-298,00 cm para didametro da copa (DCO) (Tabela 1). Ao se comparar
os valores observados para o acesso VCUR-503 com as 88 progénies de meios-irmaos,
observamos que 85 progénies foram superiores ao parental quanto a LF; 20 foram superiores
quanto ao CF; 76 foram superiores quanto a AF. Um total de 67 e 50 progénies foram
numericamente superiores ao VCUR-503 quanto a AL e ao DCO, respectivamente.

Inserir tabela 1
Na andlise de agrupamento dois grupos foram formados de acordo com a similaridade

morfologica: Grupo | constituido pelo parental VCUR-503 e 44 progénies; e o Grupo Il
formado por 44 progénies (Figura 1).
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Inserir figura 1

De acordo com a sobreposicédo dos desvios padrées foi observada diferenca significativa
entre os grupos apenas para AL (Grupo | = 146,57+21,56 cm e Grupo Il = 202,25+£16,82 cm)
(Tabela 2).

Inserir tabela 2

De acordo com a andlise de componentes principais (ACP) (Figura 2), o componente
principal primario representou 30,54% da variancia total e se correlacionou positivamente com
as variaveis LF (r=0,86), CF (r=0,74) e CP (r=0,73). O componente principal secundario
representou 25,98% da variancia total e se correlacionou positivamente com AL (r=0,89) e
DCO (r=0,88).

Inserir figura 2

Considerando as variaveis agronémicas, observou-se diferenca significativa entre as 72
progénies tanto para teor de 6leo essencial (TOE) quanto para rendimento de 6leo essencial
(ROE). A producdo de massa seca de folhas e inflorescéncias (MSF) foi superior & média da
populacdo (230,58 g.planta™) em 29 progénies de meios-irméos, com destaque para VCUR-
503-42 (555,5 g.plantal) e VCUR-503-58 (610,70 g.planta™) que produziram acima de 500
g.planta? (Tabela 3). As progénies VCUR-503-101 (2,38%), VCUR-503-102 (2,34%) e
VCUR-503-112 (2,24%) obtiveram as maiores médias para TOE, sendo que 51 das 72
progénies de meios-irmaos foram superiores ao parental VCUR-503 (1,07%). Para ROE 43,0%
das progénies apresentaram médias superiores ao parental (2,58 mLplanta™) com destaque para
VCUR-503-30 (5,99 mLplanta™®) e VCUR-503-42 (6,35 mLplanta) (Tabela 3).

Inserir tabela 3

Na andlise de correlacdo, as variaveis altura da planta (AP) e o didmetro da copa (DCO)
se correlacionaram positivamente (r=0,75). A massa seca de folhas apresentou correlagédo
positiva com a variavel rendimento de 6leo essencial (ROE) (r=0,63). As demais correlacfes
se mostraram muito baixas (Tabela 4).

Inserir tabela 4

5.3.2. Caracterizacéo fitoquimica

Com base na analise quimica, 115 compostos foram detectados no 6leo essencial das
progénies de meios-irmaos e parental de V. curassavica, porém, foram mantidos 57 compostos
para a andlise estatistica 0s quais apresentaram um teor minimo de 5% em alguma amostra.
Desses, 34 foram identificados, sendo estes: tricicleno, a-pineno, canfeno, sabineno, -pineno,
terpinen-4-ol, §-elemeno, a-gurjuneno, £-cariofileno, y-elemeno, a-humuleno, a-zingibereno,
germacreno D, B-selineno, biciclogermacreno, 6-amorfeno, cis-calameneno, trans-calameneno,
d-cadineno, B-cadineno, ar-turmerol, espatulenol, globulol, 6xido de cariofileno, guaiol,
viridiflorol,  7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-metileno-10-(1-propil), epi-a-cadinol, epi-a-
muurolol, §-cadinol, ar-turmerona, a-cadinol, 5-neo-cedranol e 2E,6E-metil farnesoato.

A andlise de agrupamento proporcionou a formacdo de dois grupos quimicos: Grupo I,
formado pelo acesso parental VCUR-503, mais 66 progénies de meios-irmdos com as maiores
médias dos compostos a-pineno (6,28%), £-cariofileno (11,68%) e 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-
3-metileno-10-(1-propil) (4,47%) (Figura 3 e 4). O Grupo Il formado por 22 progénies de
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meios-irmaos apresentou maiores médias dos compostos a-pineno (7,92%), E-cariofileno
(7,77%) e viridiflorol (46,74%) (Figura 3 e 4).

Inserir figura 3
Inserir figura 4

De acordo com a analise de componentes principais (ACP) (Figura 5), o0 componente
principal primario representou 10,49% da variancia total e foi correlacionado positivamente
com o composto C51 [202M+ 67(60), 69(99); 91(69); 93(71); 95(100); 109(71); 132(59);
202(71)], (r=0,82). O componente principal secundério representou 9,43% da variancia total e
foi correlacionado negativamente com o composto C30 [222M+ 81(64); 105(62); 161(100)],
(r=-0,84), C25 [222M+ 41(72); 55(56); 67(61); 69(68); 81(100); 93(80); 95(51); 109(79)], (r=-
0,89) e epi-a-muurolol (C47), (r=-0,86).

Inserir figura 5

Os teores de E-cariofileno (0,00-23,61%) e viridiflorol (0,00-64,74%) expressaram
significativa variacdo na populacdo em estudo, sendo verificado auséncia de E-cariofileno
apenas na progénie VCUR-503-42. Para o viridiflorol, das 88 progénies de meios-irmaos
analisadas cerca de 38 delas ndo apresentaram esse composto em seu 6leo essencial (Tabela 5).
O maior teor de E-cariofileno foi observada para a progénie VCUR-503-06 (23,61%). J& para
o viridiflorol as progénies VCUR-503-66 (64,74%) e VCUR-503-119 (61,38%) se destacaram
com teores superiores a 60% (Tabela 5).

Inserir tabela 5

5.3.3. Atividade antiprotozoaria

A mortalidade sobre os trofontes de I. multifiliis proporcionada pelo éleo essencial da
progénie VCUR-503-119 foi superior (72%) e diferiu significativamente da progénie VCUR-
503-101 (35%) assim como do parental VCUR-503 (20%) (Tabela 6).

Inserir tabela 6

Ao analisar a correlacdo entre os teores dos principais compostos isoladamente, e a soma
desses compostos + viridiflorol com a mortalidade proporcionada pelos 6leos essenciais,
considerando as progénies avaliadas no ensaio de atividade antiprotozoaria, observou-se que
apenas o viridiflorol apresentou correlagao forte e positiva com a mortalidade (r=0,81) (Tabela
7). Porém, ao considerar a soma do viridiflorol com outros compostos, observou-se que a
correlacdo com a mortalidade foi positiva para todos. Além disso, a soma dos teores de
viridiflorol + E-cariofileno, viridiflorol + o-humuleno e viridiflorol + biciclogermacreno,
apresentaram correlacbes de 0,88, 0,83 e 0,83 com a mortalidade do protozoario,
respectivamente. Sendo estas, maiores do que a correlacdo considerando o viridiflorol
isoladamente (0,81) (Tabela 7).

Inserir tabela 7
5.4. Discussao

A avaliagdo das caracteristicas morfologicas € uma etapa importante para a
determinacdo de cultivares promissoras para o cultivo agricola. A area foliar das progénies
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avaliadas no presente estudo foi superior ao encontrado por Oliveira et al. (2020) que avaliaram
as caracteristicas morfoagronémicas dos acessos mantidos no BAG, 0s quais constituiram os
possiveis parentais masculinos (doadores de pdlen) na obtencao das progénies de meios-irmaos.
Nesse trabalho, a média populacional dos acessos foi de 18,57 cmz2 para a &rea foliar, enquanto
no presente trabalho foi de 22,85 cm2. A maior area foliar pode implicar em uma maior
producdo de dleo essencial como verificado por Paulus et al. (2013), em Aloysia triphylla, no
entanto, no presente estudo ndo se observou correlacao entre area foliar e teor de 6leo essencial.
Conforme relatado por Chandra et al. (2020), em estudo com as espécies Ocimum basilicum e
Ocimum sanctum, as folhas possuem tricomas glandulares que podem apresentar genes capazes
de regular a expressao génica na producdo de metabolitos secundarios na planta. Apesar das
relacGes morfoldgicas e bioquimicas, o tamanho da folha nédo influenciou no teor e rendimento
do dleo essencial, sendo observados teores médios inferiores a 0,83% para as progénies de V.
curassavica com maiores diametros foliares

As progénies de meios-irmé&os obtidas neste estudo a partir da planta mae VCUR-503,
apresentam metade do conteddo genético proveniente de qualquer um dos demais 57 acessos
de V. curassavica do BAG, possiveis doadores de polen, e que sdo provenientes de diferentes
locais, condi¢Bes ambientais e que apresentam diferencas genéticas entre si. Tal fato explica a
grande variabilidade morfolégica e agronémica apresentada pelas progénies. Trabalhos
moleculares desenvolvido por Brito et al. (2016) relatam a existéncia de baixa a média variacao
genética na colegdo de V. curassavica analisada por marcadores moleculares ISSR. Entretanto,
0 estudo foi realizado quando a cole¢do era composta por apenas 28 acessos.

Além da variabilidade morfoldgica, observou-se entre as progénies de meios-irmaos
uma grande variabilidade de compostos quimicos no 6leo essencial, principalmente quando
observamos o grupo |. Apesar dessa variabilidade, as progénies com maior teor de viridiflorol
foram agrupadas juntas, o0 que permite a selecdo de genotipos promissores dentro desse grupo,
considerando objetivo do programa de melhoramento. Quando comparado ao estudo
desenvolvido por Nizio et al. (2015), realizado com os gendtipos parentais in situ, houve
reducdo no nimero de grupos quimicos, devido ao direcionamento que foi dado, ao coletar
sementes de um acesso que tinha viridiflorol como majoritario. Além disso, um nimero elevado
de compostos ndo identificados foi observado no perfil quimico e isto pode estar relacionado a
expressao de novos genes anteriormente ausentes no parental VCUR-503. Os compostos néao-
identificados podem estar relacionados ao constituinte quimico 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-
metileno-10-(1-propil) verificado no 6leo essencial da V. curassavica por Nizio et al. (2015),
por se tratar de um composto majoritario e que pode atuar como precursor parar a sintese de
novos constituintes. A biossintese de compostos na planta depende da acdo de genes que
codificam enzimas capazes de converter compostos quimicos no 6éleo essencial. Devido a
presenca de ploidia na espécie e de possiveis mecanismos epigenéticos, a expressao de novos
genes pode proporcionar a formacdo de compostos ainda ndo descritos na literatura
(Hoeltgebaum et al. 2017, Silva et al. 2019).

A variabilidade de compostos quimicos na planta tem acdo direta de enzimas atuantes
no metabolismo secundéario. Além disso, a origem desses constituintes tem relacdo direta com
0S compostos majoritarios que servem como precursores para a biossintese de compostos
minoritarios numa rota metabdlica comum ou participam diretamente da sua producdo na planta
como o a-pineno, E£-cariofileno, biciclogermacreno, viridiflorol e globulol (Barros et al. 2009,
Ramak et al. 2014). A biossintese do £-cariofileno ¢ iniciada com a formagdo do geranil
difosfato (GPP) sob condensacao do isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato (DMA
PP). O GPP podera seguir por duas rotas dependentes da atuacdo de duas enzimas, a farnesil
difosfato sintase e a geranil pirofosfato sintase (Silva et al. 2010, Barros et al. 2009). Essas
enzimas serdo importantes no direcionamento inicial dos compostos na biossintese. Se ocorre
a atuacdo da enzima geranil pirofosfato sintase, os compostos derivados do a-terpenil cétion
serdo sintetizados, mas se ocorrer a atuacdo da enzima farnesil difosfato sintase, 0s composto
derivados do E, E-farnesil cation terdo formados preferencialmente (He et al. 2018).
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A enzima farnesil difosfato sintase é responsavel pela adicdo de uma molécula de IPP
ao GPP. Essa enzima também atuaré na formacao de moléculas ibnicas e intermediarias até a
E, E-cation. O E, E-farnesil cation pode ser convertido por duas enzimas, a biciclogermacreno
sintase e a a-humuleno sintase. A biciclogermacrene sintase sera responsavel pela ciclizacéo e
protonacao dessa molécula originando o biciclogermacreno (Dewick 2009, Ramak et al. 2014).
Esse por sua vez, passaré por protonacdo com adicdo de hidrogénios, ciclizagdo e rearranjo da
molécula originando o alloaromadendreno. A partir desse ponto, essa molécula pode dar origem
ao viridiflorol e outros compostos como ledol e globulol por processo de oxigenagdo (Ramak
et al. 2014).

Os compostos quimicos a-humuleno, £-cariofileno e germacreno D estdo relacionados
bioguimicamente, pois ambos utilizam o E, E-farnesil cation como substrato inicial. As enzimas
o-humuleno sintase e germacreno D sintase direcionam as vias para duas rotas diferentes
(Ramak et al. 2014). Na primeira, o humulil cétion € sintetizado com acdo da enzima o-
humuleno sintase, sendo que esse pode originar o o cariofilil cation e posteriormente o E-
cariofileno ou formar o a-humuleno. Na segunda, a enzima germacreno D sintase desprotona
0 germacril cation gerando o germacreno D (Silva et al. 2008).

Algumas publicacgdes reforgam a relagéo existente entre esses compostos, dentre eles, o
trabalho realizado por Santos et al. (2006) que verificaram baixos teores de a.-humuleno (1,0%)
com elevacdo dos teores de E-cariofileno (15,7%) e germacreno D (11,2%) no 6leo essencial
de Cordia leucomalloides. Para a Cordia (Varronia) curassavica observou-se redugdo do
germacreno D (6,7%) e a-humuleno (1,6%), em relacdo ao composto E£-cariofileno (12,4%).
Rodrigues et al. (2012) avaliando a composi¢do quimica do 6leo essencial de V. curassavica,
observaram que o aumento significativo do teor de E-cariofileno (25,4%) reduziu
consideravelmente os teores de germacreno D (4,5%) e a-humuleno (4,8%).

A alta variabilidade de compostos quimicos presentes no Oleo essencial de V.
curassavica influenciou diretamente na atividade bioldgica desse metabdlito sobre organismos
patogénicos como o |. multifiliis. Embora as progénies testadas no ensaio de atividade
antiprotozoaria fossem todas pertencentes ao grupo com maior teor de viridiflorol e E-
cariofileno, houve varicdo entre elas quanto a toxicidade ao protozoario. Por exemplo, quando
comparamos a mortalidade causada pela progénie VCUR-503-91 com a VCUR-503-101,
observamos a superioridade da primeira. Embora elas sejam muito parecidas quanto ao teor de
viridiflorol (41,80 e 42,41%), a VCUR-503-35 apresenta menos da metade de E-cariofileno
(4,34%) em relacdo a VCUR-503-101 (11,39%). Conforme descrito por Nizio et al. (2018),
existe um sinergismo entre esses dois compostos que atuam conferindo maior toxicidade do
6leo essencial de V. curassavica sobre o protozoario I. multifiliis. Neste sentido, foi possivel
confirmar esse sinergismo ao observar a correlacdo entre a soma do teor de viridiflorol+ £-
cariofileno com a mortalidade (0,88), que foi maior do que a correlacdo observada para o teor
de viridiflorol seozinho com a mortalidade (0,81). Além disso, é possivel que alguns outros
compostos minoritarios podem também atuar de forma sinérgica, como o a-humuleno e o
biciclogermacreno. Estes, somados ao viridiflorol, também apresentaram correlacdo maior
(0,83) do que o viridiflorol isoladamente (0,81). Por outro lado, os compostos a-pineno e
germacreno D, podem ter atuado de forma antagénica, pois, a correlagdo do teor de viridiflorol
somado a estes compostos, com a mortalidade foi menor do que a correlacao do viridiflorol
isoladamente. Entdo, o ideal é que além do 6leo essencial conter altos teores de viridiflorol e E-
cariofileno, tenha baixas concentragdes de a-pineno e germacreno D, e se possivel ainda, tenha
altas concentra¢des de a-humuleno e biciclogermacreno. Certamente, trabalhos futuros seréo
necessarios para confirmar essas relagoes.

A atividade antiprotozodaria desses compostos, pode estar relacionado aos radicais que
eles possuem ligados a estrutura quimica, que reagem com componentes da membrana celular
e a desestabilizam provocando o rompimento dela (Dewick 2009). O viridiflorol possui
hidroxila ligada a cadeia carbénica que segundo Buonanno et al. (2019) proporciona um maior
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efeito biocida sobre células protozoarias por atuar em estruturas com polaridade, no entanto, o
E-cariofileno, o a-pineno e o a-humuleno apresentam apenas cadeia carbonica com inexisténcia
de hidroxilas. Devido a isso, acredita-se que o viridiflorol e os demais compostos atuem em
mecanismo de acdo distintos, sendo 0s demais compostos responsaveis por interagir com
estruturas apolares na membrana plasmatica do 1. multifiliis (Baranovic e Segota 2018, Wang
et al. 2018).

5.5. Conclusao

A obtencdo de progénies de meios-irmaos de V. curassavica proporcionou a melhoria
de caracteristicas fenotipicas importantes como producdo de massa seca, teor e rendimento de
0leo essencial em alguns individuos. Quanto aos compostos quimicos de interesse, também
foram obtidas progénies superiores em relagdo ao acesso genitor feminino. Esses individuos
poderdo constituir um grupo de progénies elites para o segundo ciclo de recombinacdo ou até
mesmo para 0 langcamento de uma cultivar. Dentre as progénies de meios-irmdos que
apresentaram superioridade ao parental feminino quanto as caracteristicas agrondmicas e
quimicas simultaneamente, pode-se destacar as seguintes VCUR-503-30, VCUR-503-75,
VCUR-503-79, VCUR-503-101 e VCUR-503-119.
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Tabela 1. Largura (LF) e comprimento (CF) da folha, comprimento do peciolo (CP), area foliar
(AF), altura da planta (AL), didametro do caule (DC), comprimento do internddio (CI) e
diametro de copa (DCO) de 88 progénies de meios-irmaos e parental de Varronia curassavica.

Genétipos LF CF Ccp AF AL DC Cl DCO

(cm) (cm) (cm) (cm?) (cm) (cm) _ (cm) (cm)
VCU-503 2,84 a3 9,60 a5 0,40 a3 9,46 al 168,00 3,10 540 a5 165,00
VCU-503-01 3,20 a7 9,00 a3 0,30 a2 1542 all 152,00 2,20 6,00 a6 162,00
VCU-503-02 3,10 a6 9,20 a4 0,40 a3 15,01 a8 147,00 2,30 6,20 a6 170,00
VCU-503-03 3,50 al0 10,00 a5 0,70 a6 17,79 al9 216,00 3,10 530 a5 281,00
VCU-503-04 6,10 a3l 14,20 al5 1,20 all 25,48 ab4 162,00 2,90 550 a5 158,00
VCU-503-05 550 az27 10,50 a7 1,00 a9 17,33 alé 164,00 2,60 6,00 a6 198,00
VCU-503-06 3,90 ai5 10,10 a5 1,10 alo0 19,52 a25 125,00 2,00 5,00 a4 148,00
VCU-503-07 6,00 a30 13,00 al3 1,10 alo0 37,45 a8l 239,00 3,00 4,00 a3 280,00
VCU-503-10 2,50 al 9,20 a3 0,20 al 16,67 al4 176,00 2,80 5,60 a5 156,00
VCU-503-11 4,00 al6 10,00 a5 1,00 a9 28,69 ab6 192,00 2,20 7,00 a7 210,00
VCU-503-12 4,70 a23 9,20 a4 0,70 a6 26,90 a62 180,00 3,20 7,00 a7 183,00
VCU-503-13 3,90 ai5 20,00 al7 0,60 a5 22,61 a43 220,00 2,60 4,70 a4 248,00
VCU-503-14 5,00 a26 10,00 a5 0,98 a9 30,02 a70 251,00 3,00 4,50 a4 291,00
VCU-503-15 4,60 a22 10,50 a6 0,70 a6 37,10 a79 220,00 3,20 8,50 all 210,00
VCU-503-23 5,00 a26 14,20 al5 1,00 a9 18,93 a23 191,00 1,70 8,90 all 205,00
VCU-503-24 4,00 al6 10,00 a5 0,70 a6 18,47 a22 109,00 2,50 2,40 al 129,00
VCU-503-25 4,00 al6 10,30 a6 1,00 a9 22,96 a46 191,00 2,70 6,20 a6 180,00
VCU-503-26 450 a2l 10,30 a6 1,00 a9 28,78 ab7 181,00 3,10 8,00 a9 205,00
VCU-503-28 4,10 al7 8,90 a3 0,60 a5 12,92 a4 177,00 2,30 9,20 al0 210,00
VCU-503-30 3,80 al4 10,00 a5 0,80 a7 19,72 a26 190,00 3,30 4,10 a3 210,00
VCU-503-31 6,00 a30 14,00 al5 1,00 a9 35,06 a76 205,00 3,30 7,10 a7 231,00
VCU-503-32 4,00 al6 11,10 a8 0,70 a6 26,83 a6l 176,00 2,60 4,50 a4 193,00
VCU-503-34 2,80 a2 7,70 al 0,40 a3 20,13 a30 252,00 3,20 6,00 a6 298,00
VCU-503-35 3,90 al5 9,50 a4 1,00 a9 27,42 a64 207,00 2,60 520 a5 198,00
VCU-503-36 4,90 a25 12,50 all 0,60 a5 12,14 a3 198,00 3,60 6,00 a6 240,00
VCU-503-38 550 a27 12,30 all 1,10 al0 23,55 a48 162,00 4,30 510 a5 166,00
VCU-503-40 550 a27 13,00 al3 0,60 a5 25,24 a53 198,00 3,30 500 a4 172,00
VCU-503-42 4,00 al6 10,00 a5 1,30 al3 14,65 a6 145,00 2,99 320 a2 173,00
VCU-503-43 4,70 a23 15,00 alé 0,90 a8 22,66 ad4 198,00 3,10 7,50 a8 251,00
VCU-503-44 3,60 all 10,30 a5 0,30 a2 2510 a51 188,00 3,80 4,30 a4 186,00
VCU-503-45 3,10 a6 8,90 a3 0,80 a7 15,59 al2 152,00 2,20 350 a2 176,00
VCU-503-46 3,90 al5 9,50 a4 050 a4 17,58 al8 126,00 3,00 3,00 a2 150,00
VCU-503-47 3,80 al4 10,70 a7 0,50 a4 25,61 a55 179,00 3,60 450 a4 220,00
VCU-503-48 4,30 al9 12,00 al0 0,70 a6 31,64 ar72 230,00 3,20 8,30 all 250,00
VCU-503-49 3,00 a5 9,20 a3 0,70 a6 17,38 al7 210,00 3,80 6,80 a7 230,00
VCU-503-50 4,30 al9 12,2 all 1,00 a9 26,18 a58 142,00 2,30 4,10 a3 107,00
VCU-503-51 3,50 al0 9,80 a5 0,70 a6 26,18 a58 195,00 2,50 5,00 a4 210,00
VCU-503-52 4,10 al7 9,40 a4 0,70 a6 14,59 a5 196,00 3,90 450 a4 230,00
VCU-503-53 3,90 al5 10,50 a6 1,00 a9 21,76 a40 157,00 3,00 390 a3 188,00
VCU-503-54 3,80 al4 11,80 a9 0,70 a6 19,89 a29 199,00 3,70 7,40 a8 220,00
VCU-503-55 6,10 a3l 13,20 al3 0,70 a6 30,08 a7l 198,00 3,50 6,70 a7 172,00
VCU-503-56 4,10 al7 11,20 a8 0,60 a5 25,81 a56 212,00 3,70 6,00 a6 200,00
VCU-503-57 3,20 a7 8,10 a2 0,40 a3 10,80 a2 167,00 4,20 4,00 a3 192,00
VCU-503-58 3,70 al2 9,00 a3 050 a4 21,21 a38 198,00 3,20 550 a5 250,00
VCU-503-60 4,40 a2l 10,50 a6 1,20 all 14,86 a7 199,00 2,40 5,00 a4 220,00
VCU-503-61 3,40 a9 7,80 al 0,50 a4 22,82 a45 210,00 2,90 8,00 a9 262,00
VCU-503-62 4,50 a2l 12,20 all 1,20 al2 20,26 a3l 110,00 1,40 490 a4 100,00
VCU-503-65 3,20 a7 8,70 a3 0,80 a7 20,89 a36 207,00 3,20 3,80 a3 198,00
VCU-503-66 3,70 al2 10,00 a5 0,60 a5 15,62 al2 166,00 3,20 6,40 a3 156,00
VCU-503-67 5,00 a26 12,80 al2 1,30 al3 31,81 ar73 187,00 2,50 510 a5 210,00
VCU-503-69 3,30 a8 10,20 a6 0,80 a7 19,49 a24 122,00 3,20 330 a2 181,00
VCU-503-70 3,40 a9 11,00 a8 0,90 a8 32,15 ar4 198,00 2,70 8,00 a9 210,00
VCU-503-71 3,00 a5 9,00 a3 0,50 a4 26,61 a60 202,00 4,70 450 a4 240,00
VCU-503-72 3,20 a7 10,90 a7 0,90 a8 20,49 a33 130,00 3,10 450 a4 170,00
VCU-503-74 3,60 all 9,30 a3 0,90 a8 19,75 a27 138,00 2,70 6,40 a6 172,00
VCU-503-75 4,10 al7 10,20 a6 0,60 a5 20,68 a34 164,00 3,70 6,10 a6 187,00
VCU-503-77 3,20 a7 8,20 a2 0,60 a5 15,70 al2 210,00 3,20 4,20 a3 198,00
VCU-503-78 4,60 a22 9,00 a3 1,00 a9 38,27 a82 200,00 3,40 4,80 a4 197,00
VCU-503-79 3,90 al5 10,20 a5 1,00 a9 21,88 a4l 143,00 3,10 7,20 ar 195,00
VCU-503-81 4,00 al6 14,00 al5 0,30 a2 19,48 a24 189,00 3,10 7,50 a8 198,00
VCU-503-82 4,00 al6 10,10 a5 0,50 a4 25,25 a53 149,00 2,80 4,30 a3 136,00
VCU-503-84 5,60 a28 14,10 al5 1,10 al0 29,58 a69 210,00 1,90 450 a4 240,00
VCU-503-86 5,00 a26 13,20 al3 1,10 al0 32,59 a75 94,00 3,20 530 a5 211,00
VCU-503-88 2,90 a3 7,80 al 0,30 a2 15,69 al3 134,00 3,20 550 a5 112,00
VCU-503-89 3,90 al6 10,60 a6 0,50 a4 19,77 a28 166,00 3,50 4,60 a4 185,00
VCU-503-90 3,70 al2 15,00 al6 0,50 a4 35,19 ar77 193,00 3,20 6,00 a6 220,00
VCU-503-91 4,10 al7 10,00 a5 0,50 a4 23,24 ad7 210,00 3,55 4,80 a4 251,00



47

VCU-503-92 3,40 a9 11,90 al0 0,80 a7 15,38 al0 107,00 4,10 4,30 a3 125,00
VCU-503-93 5,00 a26 12,30 all 0,80 a7 27,09 a63 139,00 3,30 5,00 a4 170,00
VCU-503-94 4,60 a22 13,20 al3 0,90 a8 21,05 a37 120,00 2,05 5,60 a5 94,10
VCU-503-95 4,00 al6 12,50 al2 1,00 a9 17,99 a2l 135,00 2,70 510 a5 137,00
VCU-503-97 4,00 al6 11,50 a9 0,70 a6 27,95 a65 121,00 3,80 3,90 a3 140,00
VCU-503-98 3,10 a6 8,10 a2 0,70 a6 19,54 a25 177,00 2,50 3,20 a2 192,00
VCU-503-99 3,80 al3 10,60 a7 1,00 a9 29,29 a68 182,00 2,60 5,00 a5 148,00
VCU-503-101 3,60 all 9,20 a3 0,80 a7 21,37 a39 179,00 3,40 4,20 a3 102,00
VCU-503-102 3,30 a8 9,50 a4 0,80 a7 25,24 a52 135,00 2,50 3,20 a2 120,00
VCU-503-103 294 a4 10,76 a7 0,76 a7 17,85 a20 128,76 2,30 3,20 a2 130,89
VCU-503-104 4,20 al8 11,10 a8 1,10 alo0 37,27 a80 134,00 3,40 550 a5 160,00
VCU-503-106 5,80 a29 13,50 al4 1,20 al2 2591 ab7 190,00 3,90 490 a4 170,00
VCU-503-107 3,60 all 10,30 a5 0,40 a3 20,83 a35 157,00 2,50 4,20 a3 192,00
VCU-503-108 4,40 a20 10,60 a7 1,00 a9 24,54 a50 160,00 2,80 4,00 a5 190,00
VCU-503-109 490 a24 15,00 al6 1,40 ald 23,97 a49 152,00 2,80 520 a3 169,00
VCU-503-110 4,70 a23 12,70 al2 1,10 alo0 36,73 ar78 138,00 2,35 550 a5 170,00
VCU-503-111 4,40 a20 12,20 all 0,30 a2 19,81 a59 169,00 3,30 8,00 a9 196,00
VCU-503-112 3,60 all 10,50 a6 0,98 a9 26,57 a59 149,00 2,70 550 a5 160,00
VCU-503-115 3,90 al5 10,30 a6 0,30 a2 20,47 a32 195,00 2,50 6,90 a7 200,00
VCU-503-116 4,00 al6 11,80 al0 0,40 a3 22,35 ad2 167,00 3,00 6,80 a7 194,00
VCU-503-118 490 a24 13,10 al3 0,60 a5 16,72 al5 198,00 2,50 5,60 a5 188,00
VCU-503-119 420 al8 11,00 a8 0,80 a7 1524 a9 190,00 3,10 530 a5 189,00
Média+SD 10,96+2,03 0,77+0,28 22,85+6,49 74,10+33,78 2,99+0,59 5,34+1,45 189,00+45,50

Médias seguidas de mesma letra e nimero na coluna nédo diferem estatisticamente entre si pelo agrupamento de
Scott-Knott (p < 0,05).
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Tabela 2. Média = desvio padrdo para altura de planta, didmetro de copa, largura e
comprimento da folha, comprimento do peciolo, comprimento do internddio, didmetro do caule
e area foliar de 88 progénies de meios-irmaos de Varronia curassavica.

Descritores Grupo | Grupo 11
Altura da planta - AL (cm) 146,57+21,56 202,25+16,82
Diametro da copa — DCO (cm) 160,58+29,44 219,59+31,94
Comprimento do peciolo - CP (cm) 0,79+0,30 0,750,25
Comprimento da folha - CF (cm) 10,73+1,58 11,20+2,41
Largura da folha - LF (cm) 3,93+0,76 4,26+0,85
Comprimento do internodio - CI (cm) 4,87+1,21 5,96+1,49
Diametro do caule - DC (cm) 2,98+0,59 3,09+0,58
Area foliar - AF (cm?) 21,35+5,87 24,38+6,87

Grupo | = 44 progénies de meios-irmdos+parental, Grupo Il = 44 progénies de meios-irmaos.
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Comprimento do peciolo (cm); CF: Comprimento da folha (cm); LF: Largura da folha (cm);

Cl: Comprimento do internddio (cm); DC: Didmetro do caule (cm); AF: Area foliar (cm?).
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Tabela 3. Massa seca de folhas (MSF), Teor (TOE) e Rendimento (ROE) de 6leo essencial das
72 progénies de meios-irmdos e parental do programa de melhoramento de Varronia
curassavica da UFS.

Gendtipos MSF TOE ROE R
©@ (%) (mL.planta)
VCUR-503 246,30 107 ¢ 2,58 f
VCUR-503-01 294,00 133 e 420 ¢
VCUR-503-02 156,40 162 d 2,68 f
VCUR-503-03 278,40 1,09 f 3,18 e
VCUR-503-04 202,40 134 e 2,70 f
VCUR-503-05 120,00 0,86 h 1,03 j
VCUR-503-06 430,00 0,76 h 3,28 e
VCUR-503-11 231,10 1,38 e 3,30 e
VCUR-503-12 231,50 114 f 2,65 f
VCUR-503-13 201,90 1,21 f 250 f
VCUR-503-14 120,12 1,24 f 1,19 j
VCUR-503-15 431,30 0,86 h 3,70 d
VCUR-503-23 180,10 1,00 ¢ 1,71 h
VCUR-503-25 295,70 1,07 ¢ 3,10 e
VCUR-503-26 222,00 0,76 h 1,80 h
VCUR-503-30 307,00 1,95 b 599 a
VCUR-503-31 213,60 0,76 h 162 h
VCUR-503-32 139,80 1,95 b 280 f
VCUR-503-34 241,80 128 e 334 e
VCUR-503-35 280,00 1,00 ¢ 2,67 f
VCUR-503-36 126,00 1,14 f 1,44 i
VCUR-503-38 182,30 1,19 f 2,17 ¢
VCUR-503-40 291,30 1,24 f 3,88 d
VCUR-503-42 555,50 1,14 f 6,35 a
VCUR-503-43 313,50 1,19 f 3,88 d
VCUR-503-45 310,20 134 e 3,99 d
VCUR-503-47 118,90 1,48 e 1,70 h
VCUR-503-48 356,40 081 h 305 e
VCUR-503-49 244,80 09 g 210 ¢
VCUR-503-50 402,00 081 h 3,06 e
VCUR-503-51 184,00 124 f 219 g
VCUR-503-52 125,30 1,14 f 1,43 i
VCUR-503-53 173,60 157 d 2,65 f
VCUR-503-54 105,20 181 ¢ 190 h
VCUR-503-56 299,10 0,86 h 256 f
VCUR-503-57 168,50 091 ¢ 152 i
VCUR-503-58 610,70 0,67 h 349 e
VCUR-503-60 272,40 1,38 e 3,89 d
VCUR-503-61 216,00 133 e 2,68 f
VCUR-503-65 271,80 1,38 e 3,75 d
VCUR-503-66 125,00 1,76 ¢ 226 g
VCUR-503-67 105,00 143 e 150 i
VCUR-503-69 346,60 091 ¢ 3,03 e
VCUR-503-70 128,60 1,09 f 1,47 i
VCUR-503-71 182,60 0,89 g 1,70 h
VCUR-503-72 234,00 1,09 f 2,56 f
VCUR-503-74 255,60 148 e 3,77 d
VCUR-503-75 211,00 205 b 432 ¢
VCUR-503-77 217,80 1,23 f 290 f
VCUR-503-78 143,60 124 f 191 h
VCUR-503-79 203,30 214 b 417 c
VCUR-503-81 157,00 1,23 f 1,79 h
VCUR-503-82 198,00 1,19 f 226 g
VCUR-503-84 177,70 133 e 254 f
VCUR-503-86 102,60 1,14 f 1,17 j
VCUR-503-88 306,10 1,14 f 350 e
VCUR-503-89 262,30 1,33 e 3,75 d
VCUR-503-90 142,10 1,71 ¢ 244 ¢
VCUR-503-91 372,70 1,19 f 426 c
VCUR-503-92 125,90 152 e 192 h
VCUR-503-94 267,20 0,86 h 229 g
VCUR-503-95 271,60 1,38 e 3,75 d
VCUR-503-99 153,10 1,00 ¢ 1,46 i
VCUR-503-101 206,00 2,38 a 491 b
VCUR-503-102 170,30 234 a 4,06 c
VCUR-503-104 206,50 0,9 g 1,77 h
VCUR-503-106 116,10 138 e 1,49 i
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VCUR-503-111 248,60 214 b 520 b
VCUR-503-112 140,10 224 a 307 e
VCUR-503-115 221,20 143 e 3,16 e
VCUR-503-116 113,60 2,00 b 227 g
VCUR-503-118 299,10 091 g 2,70 f
VCUR-503-119 298,30 1,04 g 298 e
Média populagéo 230,58+99,57 1,29:0,40 2,82%1,10
CV(%) - 8,86 8,17

Médias seguidas de mesma letra e nimero na coluna nédo diferem estatisticamente entre si pelo agrupamento de

Scott-Knott (p < 0,05)
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Tabela 4. Coeficiente de correlacdo de Pearson para largura (LF) e comprimento (CF) da folha,
comprimento do Peciolo (CP), &rea foliar (AF), altura da planta (AL), didmetro do caule (DC),
comprimento do internddio (CI) e diametro de copa (DCO), massa seca de folhas (MSF), teor
(TOE) e rendimento (ROE) de 6leo essencial de 72 progénies de meios-irmaos e parental de
Varronia curassavica.

Variaveis  CF CpP AF AP DC Cl DCO MSF TOE ROE
LF 053 052 034 0,04 -0,13 0,16 0,01 -0,06 -021 -0,22
CF 022 024 0,03 -0,14 0,18 0,05 -0,18 -0,04 -0,22
CpP 034 -019 -024 -016 -015 -003 -0,10 -0,10
AF 0,19 -0,03 0,20 0,14 -0,17  -0,06  -0,27
AP 0,13 0,28 0,75 -0,01 -0,16 -0,10
DC -0,09 0,18 -0,14 0,00 -0,13
Cl 0,29 -0,056 -0,09 -0,14

DCO -0,06  -0,17 -0,17
MSF -0,38 0,63
TOE 0,40
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Figura 3. Dendrograma bidimensional representando a similaridade do parental e de 88
progénies de meios-irmaos de Varronia curassavica para a composi¢ao quimica do 6leo
essencial.
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Figura 4. Média dos constituintes do 6leo essencial para os grupos | e Il do parental e suas
progénies de meios-irmaos de Varronia curassavica. (C01) tricicleno, (C02) a-pineno, (C07)
d-elemeno, (C09) (E)-cariofileno, (C10) y-elemeno, (C11) a-humuleno, (C14) germacreno,
(C18) biciclogermacreno, (C34) globulol, (C37) viridiflorol, (C38) 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-
3-metileno-10-(1-propil), (C50) ar-turmerona, (C53) 218M+ 83(100); 105(93) e (C54) 220M+
67(69); 91(60); 93(52); 109(100); 120(65).
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Figura 5. Distribuicdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial do parental e progénies de
meios-irmaos de Varronia curassavica em relacdo aos dois componentes principais através da
anélise de componente principal (ACP). (CO01) tricicleno, (C02) a-pineno, (C03) canfeno,
(C04) sabineno, (CO5) B-pineno, (C06) terpinen-4-ol, (CO7) &-elemeno, (C08) a-gurjuneno,
(C09) E-cariofileno, (C10) y-elemeno, (C11) a-humuleno, (C12) 204M+ 105(54); 161(100),
(C13) a-zingibereno, (C14) germacreno D, (C15) B-selineno, (C16) 204M+ 91(50); 93(90);
105(100); 107(53); 121(83); 161(66), (C17) 204M+ 91(50); 93(92); 105(81); 107(61); 119(52);
121(100); 161(51), (C18) biciclogermacreno, (C19) s-amorfeno, (C20) 222M+ 41(65); 55(50);
69(57); 81(100); 93(67); 121(60); 161(66), (C21) cis-calameneno, (C22) trans-calameneno,
(C23) 202M+ 159(100), (C24) 222M+ 41(53); 81(100); 93(59); 105(52); 121(64); 161(83),
(C25) 222M+ 41(72); 55(56); 67(61); 69(68); 81(100); 93(80); 95(51); 109(79), (C26) o-
cadineno, (C27) B-cadineno, (C28) 220M+ 41(80); 55(50); 67(52); 69(65); 79(55); 81(99);
93(83); 95(58); 107(100); 108(61); 150(63); 220(64), (C29) ar-turmerol, (C30) 222M+ 81(64);
105(62); 161(100), (C31) 204M+ 81(65); 105(64); 161(100), (C32) 220M+ 41(67); 43(92);
91(83); 93(55); 105(74); 119(65); 131(70); 159(100); 205(62), (C33) espatulenol, (C34)
globulol, (C35) 6xido de cariofileno, (C36) guaiol, (C37) viridiflorol, (C38) 7-ciclodecen-1-
ona,7-metil-3-metileno-10-(1-propil), (C39) 204M+ 43(63); 81(73); 105(72); 161(100);
189(53); 204(75), (C40) 220M+ 42(100); 159(84); 162(77), (C41) 220M+ 41(100); 55(65);
67(85); 79(60); 81(56); 82(54); 91(82); 93(64); 95(81); 105(54); 107(52); 109(62); 119(60);
136(61), (C42) 202M+ 41(53); 43(69) 55(56); 67(87); 77(64); 79(78); 91(96); 93(100);
105(55); 109(80); 145(54); 187(62); 202(54), (C43) 220M+ 42(63); 67(51); 79(52); 91(68);
93(63); 119(100); 120(74), (C44) 220M+ 41(57); 69(68); 95(50); 149(82); 152(46); 177(52);
192(100), (C45) epi-a-cadinol, (C46) 220M+ 43(100); 67(60); 77(54); 79(63); 91(69); 93(77);
109(54); 120(98), (C47) epi-a-muurolol, (C48) s-cadinol, (C49) 202M+ 69(75); 91(74); 93(84);
95(100); 109(63); 132(79); 202(57), (C50) ar-turmerona, (C51) 202M+ 67(60), 69(99); 91(69);
93(71); 95(100); 109(71); 132(59); 202(71), (C52) a-cadinol, (C53) 218M+ 83(100); 105(93);
120(63), (C54) 220M+ 67(69); 91(60); 93(52); 109(100); 120(65), (C55) 5-neo-cedranol, (C56)
204M+ 81(61); 105(72); 161(100), (C57) 2E,6E-metil farnesoato.
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Tabela 5. Teor de (E)-cariofileno e viridiflorol de 88 progénies de meios-irmaos e parental de

Varronia curassavica.

Genotipo E-cariofileno (%) viridiflorol (%)
VCUR-503 10,91 al6 19,42 al5
VCUR-503-01 8,03 all 53,14 a32
VCUR-503-02 5,13 ab 4464 a24
VCUR-503-03 10,44 al5 2,82 a7
VCUR-503-04 4,74 a5 0,00 al
VCUR-503-05 20,46 a26 0,00 al
VCUR-503-06 23,61 a30 0,00 al
VCUR-503-07 14,66 a2l 0,00 al
VCUR-503-10 6,71 a8 4529 a25
VCUR-503-11 3,68 a3 0,00 al
VCUR-503-12 15,07 a22 0,00 al
VCUR-503-13 8,33 all 0,45 a3
VCUR-503-14 8,66 al2 48,91 a30
VCUR-503-15 19,04 a24 0,00 al
VCUR-503-23 19,84 a25 6,27 all
VCUR-503-24 7,78 al0 0,00 al
VCUR-503-25 16,12 a23 0,61 a3
VCUR-503-26 14,64 a2l 0,75 a4
VCUR-503-28 10,02 al5 2,04 a6
VCUR-503-30 1490 a2l 38,64 al8
VCUR-503-31 19,84 a25 0,73 a4
VCUR-503-32 11,61 al7 0,00 al
VCUR-503-34 6,61 a8 58,56 a33
VCUR-503-35 19,17 a24 0,00 al
VCUR-503-36 8,73 al2 43,44 a22
VCUR-503-38 10,06 al5 0,00 al
VCUR-503-40 8,21 all 0,00 al
VCUR-503-42 0,00 al 0,00 al
VCUR-503-43 13,46 al9 0,00 al
VCUR-503-44 6,92 a8 0,62 a3
VCUR-503-45 15,44 a22 42,63 a2l
VCUR-503-46 12,55 al8 14,66 al4d
VCUR-503-47 4,64 a5 50,29 a3l
VCUR-503-48 11,16 al6 3,09 a8
VCUR-503-49 13,68 al9 0,87 a4
VCUR-503-50 16,54 a23 5,08 a9
VCUR-503-51 9,68 al4d 4556 a26
VCUR-503-52 6,00 a7 0,63 a3
VCUR-503-53 10,15 al5 10,92 al3
VCUR-503-54 9,03 al3 0,00 al
VCUR-503-55 19,54 a25 0,35 a2
VCUR-503-56 14,11 a20 0,55 a3
VCUR-503-57 23,11 a29 9,04 all
VCUR-503-58 7,57 al0 0,00 al
VCUR-503-60 7,61 al0 45,13 a25
VCUR-503-61 8,03 all 3,02 a8
VCUR-503-62 5,03 a5 0,00 al
VCUR-503-65 8,25 all 0,00 al
VCUR-503-66 3,40 a3 64,74 a35
VCUR-503-67 3,53 a3 0,34 a2
VCUR-503-69 16,31 a23 0,00 al
VCUR-503-70 15,19 a22 0,00 al
VCUR-503-71 14,64 a2l 0,74 a4
VCUR-503-72 22,62 a28 0,00 al
VCUR-503-74 6,72 a8 10,40 al2
VCUR-503-75 484 a5 44 43 a23
VCUR-503-77 14,08 a20 0,00 al
VCUR-503-78 9,34 al3 0,00 al
VCUR-503-79 7,12 a9 42,63 a2l
VCUR-503-81 14,97 a2l 36,58 al6
VCUR-503-82 15,16 a22 0,00 al
VCUR-503-84 8,67 al2 0,00 al
VCUR-503-86 2,31 a2 0,00 al
VCUR-503-88 7,23 a9 47,39 a29
VCUR-503-89 3,59 a3 46,39 a27
VCUR-503-90 6,72 a8 0,00 al
VCUR-503-91 11,39 al6 41,80 al9
VCUR-503-92 10,66 al5 0,00 al
VCUR-503-93 15,15 a22 0,00 al
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VCUR-503-94 7,61 al0 2,94 a7
VCUR-503-95 9,55 al4 0,00 al
VCUR-503-97 10,15 al5 0,00 al
VCUR-503-98 11,39 al6 0,57 a3
VCUR-503-99 12,05 al7 0,54 a3
VCUR-503-101 4,34 a4 42,41 a20
VCUR-503-102 22,18 a28 0,00 a1l
VCUR-503-103 14,69 a2l 0,64 a3
VCUR-503-104 15,43 a22 0,00 al
VCUR-503-106 3,12 a3 0,00 a1l
VCUR-503-107 6,79 a8 47,06 a28
VCUR-503-108 5,58 a6 1,75 a5
VCUR-503-109 5,00 a5 0,00 al
VCUR-503-110 11,70 al7 0,56 a3
VCUR-503-111 3,85 a3 0,00 a1l
VCUR-503-112 3,75 a3 0,00 al
VCUR-503-115 10,31 al5 0,56 a3
VCUR-503-116 3,55 a3 37,28 al7
VCUR-503-118 21,01 a27 0,00 a1l
VCUR-503-119 7,70 alo 61,39 a34
Média populacdo 10,71 12,69

CV(%) 2,65 0,79

Médias seguidas de mesma letra e nimero na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05)
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Tabela 6. Toxicidade do 0Oleo essencial de progénies de meios-irméos e parental do programa
de melhoramento de Varronia curassavica sobre o protozoario Ichthyophthirius multifiliis na
concentracdo de 10 mg/L apds 1h de exposicéo.

ACessos Mortalidade (%)
VCUR-503-119 72,00 a
VCUR-503-91 52,00 ab
VCUR-503-34 51,67 ab
VCUR-503-66 48,33 ab
VCUR-503-101 3500 b
VCUR-503 20,00 b
CV (%) 26,07
Média da populacédo (%) 46,50

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 7. Correlacdo entre os compostos presentes no parental (VCUR-503) e progénies de
meios-irméos de V. curassavica (VCUR-503-44, VCUR-503-66, VCUR-503-91, VCUR-503-
503-101, VCUR-503-119) e a mortalidade do Ichthyophthirius multifiliis.

Compostos Mortalidade  Viridiflorol + Mortalidade
tricicleno -0,78 tricicleno 0,81
a-pineno -0,80 a-pineno 0,68
d-elemeno -0,73 5-elemeno 0,81
E-cariofileno -0,13 E-cariofileno 0,88
a-humuleno -0,14 a-humuleno 0,83
germacreno D -0,79 germacreno D 0,79
biciclogermacreno -0,40 biciclogermacreno 0,83

viridiflorol

0,81
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6. ARTIGO 3
DESEMPENHO DE PROGENIES DE MEIOS-IRMAOS DE Varronia curassavica Jacq.
COLHIDAS EM DUAS EPOCAS.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o desempenho de progénies de meios-irméos de Varronia
curassavica em duas épocas de colheita quanto a massa seca de folhas, teor (TOE), rendimento
(ROE) e composicéao quimica do 6leo essencial. As sementes foram coletadas no acesso VCUR-
503, quimiotipo FE-cariofileno/viridiflorol. Esses compostos sdo responsaveis pela atividade
antiprotozoaria de 0leos essenciais de V. curassavica. As plantulas obtidas constituiram as
progénies de meios-irmdos. Essas, juntamente com o parental materno foram transferidas para
0 campo em espacamento 1,0 x 1,0 m sem repeticdo. As colheitas ocorreram em janeiro/2019
(época seca) e junho/2019 (época chuvosa). Os dados agrondémicos foram submetidos a analise
de variancia e a composicdo quimica a analise multivariada de agrupamento e componentes
principais. As progénies VCUR-503-42 e VCUR-503-58 produziram biomassa superiores a 500
g.planta? em ambas colheitas. O TOE (1,21-2,38%) e ROE (2,80-6,35 mL.planta®) foram
superiores na época seca. A andlise de agrupamento evidenciou a presenga de dois grupos
quimicos: Grupo | [a-pineno e E-cariofileno] contendo 20 progénies de meios-irmdos mais o
parental na época seca e 18 progénies mais o parental na época chuvosa; Grupo Il [a-pineno,
E-cariofileno e viridiflorol] contendo 19 progénies na época seca e 21 progénies na época
chuvosa. O teor de E-cariofileno variou de 3,40 a 24,66% na época seca e de 4,07 a 24,91% na
época chuvosa, considerando as progénies que produziram esse composto. Maior média foi
observada na época chuvosa (13,33% vs. 10,84%). Enquanto o teor de viridiflorol variou de
0,45 a 64,74% na época seca e de 0,46 a 59,31% na época chuvosa, considerando as progénies
que produziram esse composto. Maior média geral para viridiflorol foi observada na época seca
(23,75% vs. 22,08%). As progénies de meios-irmdos VCUR-503-01, VCUR-503-02, VCUR-
503-45, VCUR-503-66, VCUR-503-88 e VCUR-503-119 apresentam caracteristicas
agrondmicas e quimicas promissoras como futuras cultivares de V. curassavica.

Palavras-chave: Cordiaceae, sele¢do recorrente, 6leo essencial, viridiflorol, sazonalidade.
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ABSTRACT
Performance of Varronia curassavica jacq. half-sib progenes harvested in two seasons.

The objective of this word was to evaluate the performance of half-sib progenies Varronia
curassavica in two harvest seasons regarding the variables dry mass of leaves, content, yield
and chemical composition of the essential oil. The breeding method used was recurrent
selection. Seed were collected in accession VCUR-503 (E-caryphyllene/viridiflorol
chemotype) and later sown in individual seedbeds containing medium textured soil. The 39
progenies plus the maternal parent were transferred to the field at 1.0 x 1.0 m spacing without
repetition. The harvests took place in January/2019 (dry season) and June/2019 (rainy season).
Agronomic data were subjected to analysis of variance and chemical composition to
multivariate analysis of clustering and principal components. The progenies VCUR-503-42 and
VCUR-503-58 produced biomass above 500 g.plant-1 in both crops. TOE (1.21-2.38%) and
ROE (2.80-6.35 mL.plant-1) were higher in the dry season. Cluster analysis showed the
presence of two chemical groups: Group I, containing 21 accessions (a-pinene and (E)-
caryophyllene); Group Il, containing 19 accessions (a-pinene, (E)-caryophyllene and
viridiflorol), with group migration being observed for the progenies VCUR-503-12 (Group |1
in the dry season and Group | in the rainy season) and VCUR-503 -14 (Group | in the dry season
and Group Il in the rainy season). The compound (E)-caryophyllene (dry: 10.84% and rainy:
13.33%) had the highest average production in the rainy season, while viridiflorol (dry: 23.75%
and rainy: 22.08%) was higher in the dry season. The progenies VCUR-503-01, VCUR-503-
02, VCUR-503-45, VCUR-503-66, VCUR-503-88 and VCUR-503-119 present promising
agronomic and chemical characteristics as future cultivars in the breeding program of V.
curassavica.

Keywords: Cordiaceae, recurrent selection, essential oil, viridiflorol, seasonality.

6.1. Introducgéo

A Varronia curassavica (Familia: Cordiaceae, syn. Cordia verbenacea) ¢ uma espécie
medicinal de porte arbustivo e aldgama com origem no Brasil (Miller e Gottschling 2007; Perini
et al. 2015). As propriedades medicinais do 6leo essencial da espécie sdo reconhecidas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o qual ¢ utitlizado na industria
farmaceéutica para o desenvolvimento de fitoterapicos com agao anti-inflamatoria (Bristot et al.
2021). Além dos beneficios medicinais, a espécie apresenta uma ampla gama de atividades
bioldgicas comprovadas na literatura com acao bactericida (Rodrigues et al., 2012, Carvalho et
al., 2017, Silva et al., 2019), antifiingica (Rodrigues et al., 2012, Nizio et al., 2020), acaricida
(Andrade et al., 2021) e antiprotozodria sobre o parasita de peixes de agua doce Ichthyophthirius
multifiliis (Nizio et al., 2018).

A atividade antiprotozoaria de V. curassavica sobre o I. multifiliis deve-se ao sinergismo
entre entre os compostos E-cariofileno e viridiflorol presentes no 6leo essencial. Porém esses
compostos apresentam-se em baixos teores nas plantas da espécie, o que dificulta o
desenvolvimento de futuros fitoterapicos.

A Universidade Federal de Sergipe (UFS) vem desenvolvendo um programa de
melhoramento para obter uma cultivar com alto teor e rendimento de 6leo essencial rico em E-
cariofileno e viridiflorol, visando maior atividade antiprotozoaria. Neste sentido, foram obtidas
progénies de meios-irmdos a partir de um acesso que apresenta maior teor dos compostos
citados acima, em relagdo aos demais acessos conservados no banco ativo de germoplasma
(BAG) de plantas medicinais e aromaticas da UFS.
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E de conhecimento que o teor e a composicio quimica dos 6leos essenciais sdo afetados
pela época de colheita. Esse efeito sazonal em acessos de V. curassavica foi observado por
Oliveira et al. (2020), que comprovaram variagao quantitativa entre as €pocas de colheita para
os constituintes quimicos do 6leo essencial. Além disso, outros trabalhos ja verificaram
alteragdes quimicas no oleo essencial de outras espécies aromaticas como Lantana camara
(Randrianalijaona et al., 2005; Pereira et al., 2022), Lippia alba (Gomes et al., 2019), Lippia
gracilis (Cruz et al., 2014), Rosmarinus officinalis (Sadeh et al., 2019), Pogostemon sp. (Blank
etal., 2011) e Ocimum basilicum (Pinto et al., 2019) em func¢do da época de colheita.

Sendo assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o desempenho de progénies de meios-
irmdos de V. curassavica colhidas em duas épocas para caracteristicas agrondmicas e
composi¢ao quimica do 6leo essencial.

6.2. Material e Métodos

6.2.1. Local e dados climaticos

O experimento foi implantado na fazenda experimental “Campus Rural da UFS”,
localizado no municipio de Sdo Cristovdo, Sergipe, Brasil, com coordenadas geogréaficas
latitude 11°00°S e longitude 37°12°W.

Os dados meteoroldgicos de precipitacdo (mm) e temperatura (°C) média mensal foram
coletados da estacdo meteoroldgica de Aracaju, Sergipe, Brasil (93096) do Instituto Nacional
de Meteorologia (INMET) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
no intervalo de 01 de mar¢o de 2018 a 30 de junho de 2019, correspondentes ao periodo de
experimentacdo em campo.

6.2.2. Material vegetal e obtencdo das progénies de meios-irmaos

Inicialmente sementes foram colhidas das plantas do acesso VCUR-503, que receberam
polen aleatoriamente dos acessos da colecdo de V. curassavica do banco ativo de germoplasma
de plantas medicinais e aromaticas da Universidade Federal de Sergipe (SISGEN A8CCB3B).
O parental materno VCUR-503 apresenta maiores teores de E-cariofileno e viridiflorol em
comparagdo com 0s demais acessos.

As inflorescéncias foram protegidas por sacos de tecido-ndo-tecido (TNT), apds
constatacdo de 50% das flores fecundadas. Antes da coleta das sementes foi realizado um
monitoramento diario das inflorescéncias do acesso VCUR-503 para identificar a presenca de
flores fecundadas e de frutos em estadio de maturidade fisiolégico (cor vermelha). Os frutos
coletados foram acondicionados em sacos de papel e, posteriormente, submetidos a lavagem
em agua corrente para remocdo de toda a polpa. As sementes foram semeadas em sementeiras
individualizadas contendo solo de textura média e transferidas para casa de vegetacdo com
irrigagdo. As plantas sobreviventes foram transferidas para copos de polietileno contendo o
mesmo substrato acrescido de esterco bovino na proporcdo 3:1. Cada planta foi identificada
com o codigo do parental materno VCUR-503 seguido de um numero cardinal da progénie (ex.
VCUR-503-01). Uma muda do parental materno foi produzida por estaguia com mesmo
substrato e mantida em casa de vegetacéo.

As plantas transferidas para o campo foram mantidas sem irrigacdo por todo periodo de
experimento. A primeira colheita foi realizada em janeiro/2019 (periodo seco) com as plantas
apresentando 12 meses de idade. J& a segunda colheita foi realizada em junho/2019 (periodo
chuvoso) quando as plantas estavam com 18 meses de idade. Foram colhidas 39 progénies +
parental feminino (VCUR-503) a uma altura de corte de 40 cm da superficie do solo.

6.2.3. Obtencéo do 6leo essencial

Os materiais colhidos foram desfolhados e as folhas e inflorescéncias levadas para
estufa com circulagéo forgada de ar a 40°Cx1 por cinco dias (Ehlert et al., 2006). O material
vegetal seco foi pesado para verificar a producdo de massa seca (MSF) por planta. Para
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determinacdo do teor (TOE) e rendimento do oOleo essencial (ROE) foram pesados 359 da
mistura de folhas+inflorescéncias secas, em triplicada por planta, e transferidos para baldes de
vidro com capacidade para 3000 mL com adi¢do de 1500 mL de agua destilada. O material foi
submetido ao processo de hidrodestilagdo em aparelho Clevenger por 140 min. para a extracdo
do 6leo essencial (Nizio et al. 2018). O teor e o0 rendimento foram calculados de acordo com a
formula:

A v
Teor de Oleo Essencial (%) = (E) x 100
Onde: v=volume de 6leo essencial extraido da amostra; m= massa seca da amostra.

TOE x MSF)

Rendimento de Oleo Essencial (mL.planta®) = ( 100

Onde:TOE=Teor do 6leo essencial
MSF=Massa seca de folha e inflorescéncias

Ap0s extracdo, os 6leos essenciais foram mantidos em frascos &mbar e armazenados em
freezer até andlise quimica.

6.2.4. Analise quimica e identificacdo dos compostos

As andlises foram realizadas utilizando um CG/EM/DIC (GCMSQP2010 Ultra,
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) equipado com um amostrador com injecdo automatica
AOC-20i (Shimadzu). As separagdes foram realizadas em uma coluna capilar de silica fundida
Rtx®-5MS Restek (5%-difenil-95%-dimetilpolisiloxano) 30 m x 0,25 mm de diametro interno,
0,25 pm de espessura de filme, em um fluxo constante de Hélio 5.0 com taxa de 1,0 mL.min.
A temperatura de injegdo foi de 280 °C, 1,0 uL (10 mg mL™) de amostra foi injetado, com uma
razdo de split de 1:30. A programacdo de temperatura do forno iniciou-se a partir de 50 °C
(isoterma durante 1,5 min), com um aumento de 4 °C min, até 200 °C, em seguida, a 10 °C
mint até 300 °C, permanecendo por 5 min. Para 0 CG/EM as moléculas foram ionizadas por
ionizacdo por elétrons com energia de 70 eV. Os fragmentos analisados por um sistema
quadrupolar programado para filtrar fragmentos/ions com m/z na ordem de 40 a 500 Da e
detectados por um multiplicador de elétrons. O processamento de dados foi realizado com
software CGMS Postrun Analysis (Labsolutions- Shimadzu). O processo de ionizacdo para o
CG/DIC foi realizado pela chama proveniente dos gases hidrogénio 5.0 (30 mL.min?) e ar
sintético (300 mL.min™). As espécies coletadas, e a corrente elétrica gerada foi amplificada e
processada. O processamento de dados foi realizado utilizando o software CG Postrun Analysis
(Labsolutions- Shimadzu).

A identificacdo dos constituintes foi realizada com base na comparagdo dos indices de
retencdo da literatura (Adams 2017). Para o indice de retencéo foi utilizando a equacao de Van
den Dool e Kratz (1963) em relagdo a uma série homologa de n-alcanos (nC9- nC18). Também
foram utilizadas trés bibliotecas do equipamento WILEYS8, NIST107 e NIST21 que permite a
comparacdo dos dados dos espectros com aqueles constantes das bibliotecas utilizando um
indice de similaridade de 80%.

6.2.5. Analises estatisticas

Os dados agrondmicos (TOE e ROE) e quimicos foram submetidos a analise de
variancia e teste de Scott Knott (p > 0,05) através do software SISVAR. Os dados dos
constituintes quimicos obtidos para as duas épocas de colheita foram submetidos a analise
multivariada (analise de grupamento e analise de componentes principais) através do software
Statistica 7.0. Foram considerados 0s compostos que apresentaram teores superiores a 2%. A
dissimilaridade entre as progénies de meios-irmaos e parental foi representada através de
dendrograma com base na distancia euclidiana pelo método de Ward. O corte para formacéo
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dos grupos foi realizado a 70% da distancia euclidiana maxima. As médias dos grupos quimicos
foram comparadas com seus respectivos desvios padrdo usando o software Graph Pad Prism®.

6.3. Resultados

6.3.1. Caracterizagdo climética

Com base nos dados meteorologicos foi possivel verificar uma precipitacao total de
1642,4 mm durante todo o experimento. A época chuvosa correspondeu ao periodo de marco a
julho, com precipitacdo total de 775,10 mm (Figura 1). Ja a época seca, com menores
precipitagdes, compreendeu o periodo de margo a julho, com volume de chuva acumulada de
163,90 mm. A temperatura média total foi similar entre as épocas com valores de 29,2°C para
a chuvosa e 30,4°C para a seca.

Inserir figura 1

6.3.2. Caracterizacdo agronémica

De acordo com a andlise de variancia foi observada interacdo significativa entre
genotipo e época de colheita para TOE e ROE. Na época seca, os teores de 6leo essencial
variaram de 0,67 a 2,38% (Tabela 1). A progénie VCUR-503-101 se destacou com maior média
(2,38%), seguida das progénies VCUR-503-116 (2,00%), VCUR-503-75 (2,05%), VCUR-503-
32 (1,95%) e VCUR-503-30 (1,95%). Dezenove das 39 progénies tiveram teores médios
significativamente superiores ao acesso parental VCUR-503 (1,05%) para essa época de
colheita. Na época chuvosa os teores variaram entre 0,75 a 2,05%. Novamente a progénie
VCUR-503-101 se detacou com maior média (2,05%), seguida das progénies VCU-503-116
(1,66%), VCUR-503-75 (1,62%) e VCUR-503-32 (1,67%). Nessa época, 35 progénies
apresentaram média estatisticamente superior ao acesso genitor (0,81%). N&o foi verificada
diferenca para o TOE entre as épocas para 25 progénies (64% do total) (Tabela 1). A variacédo
na producdo de MSF foi similar entre as épocas seca (153,32-368,88 g.planta™) e chuvosa
(137,93-365,43 g.planta?), com destaque para as progénies VCUR-503-42 ¢ VCUR-503-58
que produziram biomassa superiores a 500 g.planta* em ambas colheitas (Tabela 1).

Para ROE, as médias variaram entre 1,19 a 6,35 mL. planta™ na época seca e entre 1,10
a 6,57 mL. planta’ na época chuvosa. As progénies VCUR-503-30 (5,99 mL. planta?) e
VCUR-503-42 (6,35 mL. planta™) se destacaram com maiores médias para ROE na época seca.
Na época chuvosa, apenas a progénie VCUR-503-42 (6,57 mL. planta™) se destacou em relagio
as demais. Do total de 39 progénies, 20 e 14 apresentaram médias significativamente superiores
ao acesso parental (2,58 mL.planta? e 2,98 mL.plantal), na época seca e chuvosa,
respectivamente. Dezesseis progénies ndo apresentaram variagdes significativas no ROE entre
as épocas de colheita (Tabela 1).

Inserir tabela 1

6.3.3. Caracterizacdo quimica

De acordo com andlise quimica dos 6leos essenciais foram detectados 48 constituintes
quimicos que tiveram ao menos 2% de teor para algum acesso, em alguma das épocas, dos quais
15 deles ndo foram identificados. Os constituintes quimicos E-cariofileno (seca: 10,84% e
chuvosa: 13,22%) e viridiflorol (seca: 23,76% e chuvosa: 22,11%) apresentaram as maiores
médias gerais em ambas as épocas em relacdo aos demais compostos (Tabelas 2 e 3). O E-
cariofileno variou e 0,00% a 24,66% na epoca seca, com destaque para a progénies VCUR-503-
06 (24,66%) que apresentou média superior a 20% (Tabela 2). Na época chuvosa, esse
composto apresentou variacdo de 0,00 a 24,91% sendo observado superioridade para as
progénies VCUR-503-31, VCUR-503-35, VCUR-503-50, VCUR-503-70 e VCUR-503-71 que
apresentaram médias superiores a 20% (Tabela 3). O viridiflorol apresentou variacao de 0,00%
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a 64,74% na epoca seca destacando-se as progénies VCUR-503-66 (64,74%) e VCUR-503-119
(61,39%) com médias acima de 60%. Na época chuvosa, esse composto variou de 0,00 a
59,31%, com destaque novamente para VCUR-503-66, ndo sendo observados acessos com
teores acima de 60%.

Inserir tabela 2
Inserir tabela 3

A anélise de agrupamento demonstrou a formacdo de dois grupos de acordo com a
similaridade quimica dos 6leos essenciais das progénies de meios-irmédos de V. curassavica,
para ambas épocas (Figuras 2 e 3). Na época seca, 0 Grupo | foi constituido pelo parental
VCUR-503 e vinte progénies de meios-irmaos: VCUR-503-53, VCUR-503-74, VCUR-503-43,
VCUR-503-06, VCUR-503-50, VCUR-503-35, VCUR-503-49, VCUR-503-15, VCUR-503-
23, VCUR-503-70, VCUR-503-12, VCUR-503-13, VCUR-503-25, VCUR-503-26, VCUR-
503-71, VCUR-503-52, VCUR-503-31, VCUR-503-32, VCUR-503-58 e VCUR-503-42, e se
caracterizou pelos maiores teores médios dos compostos a-pineno (8,58%) e E-cariofileno
(13,48%). O Grupo |1 foi constituido por dezenove progénies de meios-irmaos: VCUR-503-01,
VCUR-503-47, VCUR-503-14, VCUR-503-88, VCUR-503-34, VCUR-503-119, VCUR-503-
66, VCUR-503-02, VCUR-503-75, VCUR-503-89, VCUR-503-36, VCUR-503-51, VCUR-
503-60, VCUR-503-101, VCUR-503-116, VCUR-503-30, VCUR-503-81, VCUR-503-45 e
VCUR-503-91, e se caracterizou pelos maiores teores médios dos compostos a-pineno (7,74%),
E-cariofileno (7,92%) e viridiflorol (47,02%) (Figuras 2 e 3).

Inserir figura 2
Inserir figura 3

Para a época chuvosa o Grupo | foi formado pelo genitor feminino VCUR-503 e por
dezoito progénies de meios-irmaos. Esse grupo foi caracterizado pelos maiores teores médios
de a-pineno (9,42%) e E-cariofileno (16,22%). Em relacdo a época seca, houve a saida de trés
progénies desse grupo: VCUR-503-53, VCUR-503-74 e VCUR-503-12 a0 mesmo tempo em
gue houve a entrada da progénie VCUR-503-14, que fez parte do grupo Il na época anterior. O
Grupo Il foi representado por 21 progénies de meios-irmaos, e se caracterizou pelos maiores
teores médios dos compostos a-pineno (8,80%), E-cariofileno (11,18%) e viridiflorol (41,22%).
Em relacdo a época seca, houve a entrada das progénies citadas para o grupo | e a saida da
progénie VCUR-503-14.

A analise de componentes principais (ACP) para a epoca seca explicou 33,63% da
variancia total. Observou-se correlacdo negativa entre 0 componente principal primario e 0s
compostos a-zingibereno (r= -0,98), C20: 222M+ 41(65); 55(50); 69(57); 81(100); 93(67);
121(60); 161(66) (r=-0,98), C24: 222M+ 41(53); 81(100); 93(59); 105(52); 121(64); 161(83)
(r= -0,97), C27: 220M+ 41(80); 55(50); 67(52); 69(65); 79(55); 81(99); 93(83); 95(58);
107(100); 108(61); 150(63); 220(64) (r=-0,97), 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-metileno-10-(1-
propil) (r=-0,98), C35: 204M+ 43(63); 81(73); 105(72); 161(100); 189(53); 204(75) (r=-0,98),
C36: 220M+ 42(100); 159(84); 162(77) (r=-0,95), C38: 202M+ 41(53); 43(69) 55(56); 67(87);
77(64); 79(78); 91(96); 93(100); 105(55); 109(80); 145(54); 187(62); 202(54) (r=-0,98), epi-
a-cadinol (r=-0,77) e C42: 202M+ 69(75); 91(74); 93(84); 95(100); 109(63); 132(79); 202(57)
(r=-0,98) para . Os compostos ar-turmerol (r= -0,83), C44: 202M+ 67(60), 69(99); 91(69);
93(71); 95(100); 109(71); 132(59); 202(71) (r=-0,83) e C46: 218M+ 83(100); 105(93); 120(63)
(r=-0,83) se correlacionaram negativamente com o componente principal secundario.

Para a época chuvosa a ACP explicou 31,66% da variancia total e o componente
principal primario apresentou correlacdo negativa com os compostos C13: 222M+ 41(65);
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55(50); 69(57); 81(100) (r= -0,98), C24: 222M+ 41(53); 81(100); 93(59); 105(52); 121(64);
161(83) (r= -0,97), 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-metileno-10-(1-propil) (r= -0,98), C35:
204M+ 43(63); 81(73); 105(72); 161(100); 189(53); 204(75) (r=-0,98), C36: 220M+ 42(100);
159(84); 162(77) (r= -0,95), C38: 202M+ 41(53); 43(69) 55(56); 67(87); 77(64); 79(78);
91(96); 93(100); 105(55); 109(80); 145(54); 187(62); 202(54) (r=-0,98), C42: 202M+ 69(75);
91(74); 93(84); 95(100); 109(63); 132(79); 202(57) (r= -0,96) e C27: 220M+ 41(80); 55(50);
67(52); 69(65); 79(55); 81(99); 93(83); 95(58); 107(100); 108(61); 150(63); 220(64) (r=-0,97).
O componente principal secundéario se correlacionou positivamente com 0s compostos ar-
turmerol (r= -0,83), C44: 202M+ 67(60), 69(99); 91(69); 93(71); 95(100); 109(71); 132(59);
202(71) (r=-0,83) e C46: 218M+ 83(100); 105(93); 120(63) (r=-0,83).

Inserir figura 4
6.4. Discussao

O teor de 6leo esssencial das progénies e parental de V. curassavica, ou mantiveram-se
0S Mesmos, ou aumentaram da época seca para a chuvosa. De forma geral, foi observado um
namero maior de acessos com produgdes semelhantes entre as duas épocas, entretanto, o teor
médio geral para a época seca (1,26%) foi superior a chuvosa (1,10%). A partir dos dados
climéticos, é possivel que algumas das progénies tenham permanecido sob condi¢fes de
estresse hidrico na época seca anterior a colheita (agosto-janeiro) em que a precipitacdo
pluviométrica média foi de 23,41 mm e a temperatura média de 30,4°C, enquanto na época
chuvosa (mar¢o-junho) o indice pluviométrico médio esteve acima de 150 mm e temperatura
média de 29,2°C.

O maior teor de Gleo essencial na estacdo seca pode estar relacionado ao aumento da
producdo de terpenos sob niveis elevados de radiacao solar e temperatura que. Essas condicoes
climaticas podem induzir uma maior resposta fotossintética e, consequentemente, gera uma
maior dependéncia de moléculas energéticas como ATP, NADPH e Acetil-SCoA, com
estruturas carbonicas, que sdo de extrema importancia para a biossintese dos metabolitos
secundarios na planta (Taiz e Zeiger 2013). Além disso, os constituintes dos dleos essenciais
podem atuar na defesa da planta contra a condicdo adversa de estresse hidrico e altas
temperaturas.

Oliveira et al. (2020) verificaram diferencas nos teores de 6leo essencial em diferentes
épocas de colheita de acessos conservados no BAG de V. curassavica. Para o parental materno
VCUR-503 nao foram observadas diferencas significativas entre os teores de 6leo essencial na
época seca (1,73%) e chuvosa (1,23%), no entanto, outros acessos apresentaram maior teor de
Oleo essencial na época seca. Além desse, outros estudos relataram que espécies como
Pogostemon cablin (Blank et al., 2011), Lippia alba (Barros et al. 2009), Cymbopogon
winterianus (Blank et al. 2007) e Lippia gracilis produzem mais 6leo essencial na condi¢éo de
seca. Entretanto, para o manjericdo (Ocimum basilicum), maiores teores foram observados na
época chuvosa (Pinto et al., 2019).

Ao comparar o desempenho agronémico (MSF, TOE e ROE) dos gendtipos, verificou-
se que a obtencdo de progénies de meios-irmaos proporcionou melhoria dessas caracteristicas
em algumas progénies, que apresentaram desempenho superior em relagao ao genitor feminino.
E sugerido que essa superioridade de algumas progénies se deva aos acessos do BAG
geneticamente contrastantes que foram doadores de polen no intercruzamento com 0 acesso
VCUR-503. Tal fato pode ter proporcionado ganhos em caracteristicas quantitativas gerando
uma populacao superior aos genitores iniciais (Berilli et al., 2013).

O composto E-cariofileno foi detectado de forma geral com maiores médias na época
chuvosa, entretanto, o viridiflorol foi superior na época seca (Tabela 2 e 3). Independentemente
dessas variagdes, dois grupos quimicos foram formados em ambas épocas. A mudanca de
grupos de algumas progénies do grupo | na época seca para 0 grupo Il na época chuvosa
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(VCUR-503-12, VCUR-503-53 e VCUR-503-740) deveu-se ao aumento no teor de viridiflorol
entre as épocas. Com destaque para VCUR-503-12 que ndo apresentou esse composto na época
seca e obteve 28,82% na época chuvosa. Por outro lado, a progénie VCUR-503-14, que migrou
do grupo Il (época seca) para o grupo | (época chuvosa) teve reducdo drastica no teor de
viridiflorol, de 48,91% para 2,90%. A interacdo entre a temperatura x precipitacdo x condicéo
genética pode afetar consideravelmente os teores dos compostos majoritérios, sendo um dos
possiveis motivos da oscilagdo para alguns compostos entre as duas épocas no grupo | e 1l
(DEWICK, 2009). Além disso, observa-se que o grupo Il concentrou as progénies de interesse
ao programa de melhoramento por indicar maiores teores de E-cariofileno e viridiflorol.

As rotas de biossintese dos terpenos sdo a via do acido mevalbnico e a via do
metileritritol fosfato (MEP), que possui ampla dependéncia de moléculas oriundas do
metabolismo primario como a fotossintese, ciclo de Calvin, glicdlise e descarboxilagéo
oxidativa (Dewick, 2009; Taiz e Zeiger, 2013; Shukal et al., 2019). Um aumento da
luminosidade e temperatura provocam fotoinibicdo na recepcao de fotons nos fotossistemas Il
e reducdo da assimilagdo de CO> devido ao descrécimento do estado de ativagéo da rubisco via
inibicdo da Rubisco ativase ou pela limitagcdo no transporte de elétrons para regeneracdo da
ribulose-1,5 bifosfato como avaliado por Dias e Marenco (2007) em Swietenia macrophylla e
Minquartia guianensis. Essas alteracBes nas rotas metabdlicas podem inibir ou reduzir a
producdo de terpenos na planta reduzindo seus teores (Barros et al., 2009).

Um estudo realizado por Tran e Cramer (2014) constatou que altas temperaturas durante
0 processo de sintese de compostos como biciclogermacreno comprometem e alteram as
reacOes enzimaticas importantes para a producdo de viridiflorol, sendo observado maiores
teores de compostos como espatulenol e aromadendreno nas plantas. Além disso, uma
investigagdo da rota metabolica do viridiflorol, realizada com o 6leo essencial de Melaleuca
quinguenervia, evidenciaram que entre esses compostos intermediarios, o alloaromadendreno
é uma molécula chave na obtencdo de uma série de compostos quimicos como o viridiflorol e
o0 ledol (Bombarda et al., 2001; Silva et al., 2010).

Oliveira et al. (2020) também atesta semelhancas quanto a estabilidade dos grupos
guimicos de uma época para a outra, sem grandes mudancas qualitativas dentro dos grupos. Em
relacdo ao perfil quimico, os autores verificaram que o E-cariofileno (chuvosa= 13,29% e
seca=5,92%) e 0 a-humuleno (chuvosa= 3,44% e seca=1,74%) sofreram reduc¢des na produgao
sob condicdes de baixa precipitacdo e altas temperaturas. Para o viridiflorol (chuvosa= 32,84%
e seca=52,47%) a época seca aumentou significativamente o teor desse composto corroborando
com os resultados obtidos no presente estudo.

A precipitacdo e temperatura tem papel determinante na escolha da época de colheita
das plantas visando a extracdo do 6leo essencial (Botrel et al., 2010). Com base nos dados
apresentados, as progénies VCUR-503-06, VCUR-503-15, VCUR-503-23, VCUR-503-25,
VCUR-503-26, VCUR-503-31, VCUR-503-35, VCUR-503-36, VCUR-503-42, VCUR-503-
43, VCUR-503-45, VCUR-503-47, VCUR-503-49, VCUR-503-50, VCUR-503-51, VCUR-
503-52, VCUR-503-56, VCUR-503-53, VCUR-503-58, VCUR-503-71, VCUR-503-74,
VCUR-503-81, VCUR-503-88, VCUR-503-89, VCUR-503-91, VCUR-503-119 se
apresentaram ideais para o cultivo em ambas as épocas por ndo diferirem sua producao de 6leo
essencial nos periodos secos e chuvosos (Figura 2). Entretanto, o parental VCUR-503 e as
progénies VCUR-503-01, VCUR-503-02, VCUR-503-12, VCUR-503-13, VCUR-503-14,
VCUR-503-30, VCUR-503-32, VCUR-503-34, VCUR-503-60, VCUR-503-66, VCUR-503-
70, VCUR-503-75, VCUR-503-101 e VCUR-503-116 obtiveram teores médios superiores para
a época seca, o que indica um melhor cultivo durante os meses de menores precipitacdes e
maior temperatura (agosto a fevereiro).

6.5. Conclusao
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As progénies de meios-irmédos VCUR-503-01, VCUR-503-02, VCUR-503-45, VCUR-
503-66, VCUR-503-88 e VCUR-503-119 apresentam caracteristicas agrondmicas e quimicas
promissoras como futuras cultivares no programa de melhoramento de V. curassavica. A
composi¢do quimica dos 6leos essenciais apresentou certa estabilidade nas épocas avaliadas
para a grande maioria das progénies de meios-irmaos de V. curassavica.
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Tabela 1. Massa seca de folhas e inflorescéncias (MSF), teor (TOE) e rendimento (ROE) de
6leo essencial de progénies de meios-irmaos de Varronia curassavica para duas épocas de
colheita (seca e chuvosa).

Gendtipo MSF (g.planta®) TOE (%) ROE (%)

Seca Chuvosa Seca Chuvosa Seca Chuvosa
VCUR-503 367,89 246,30 1,05 fA 0,81 fB 2,58 hA 298 fA
VCUR-503-01 180,05 294,00 1,33 eA 1,14 dB 420 cA 2,06 hB
VCUR-503-02 190,00 156,40 162 dA 1,09 dB 2,68 hA 2,08 hB
VCUR-503-06 342,20 430,00 0,76 hA 0,76 fA 3,28 fA 2,60 gB
VCUR-503-12 311,90 231,50 1,14 fA 0,95 eB 2,65 hA 297 fA
VCUR-503-13 288,00 201,90 121 eA 0,86 eB 250 hA 247 gA
VCUR-503-14 140,45 92,65 124 eA 0,95 eB 1,19 kKA 1,33 iA
VCUR-503-15 280,50 431,30 0,86 gB 1,19 dA 3,70 eA 3,34 eA
VCUR-503-23 189,70 180,10 1,00 gA 0,95 eA 1,71 jA 1,81 hA
VCUR-503-25 239,70 295,70 1,05 fA 1,05 dA 3,10 gA 2,551 gB
VCUR-503-26 359,15 222,00 0,76 hA 0,81 fA 1,80 jB 2,91 fA
VCUR-503-30 270,70 307,00 195 bA 1,00 dB 599 aA 2,71 fB
VCUR-503-31 120,80 213,60 0,76 hA 0,91 eA 1,63 jA 1,10 iB
VCUR-503-32 190,20 139,80 195 bA 1,67 bB 2,80 gA 3,17 eA
VCUR-503-34 200,00 241,80 1,29 eA 1,09 dB 3,34 fA 2,19 gB
VCUR-503-35 210,66 280,00 1,00 gA 1,00 dA 2,67 hA 211 hB
VCUR-503-36 256,00 126,00 1,14 fA 1,09 dA 1,44 kB 2,81 fA
VCUR-503-42 626,70 555,50 1,14 fA 1,05 dA 6,35 aA 6,57 aA
VCUR-503-43 230,25 313,50 1,19 fA 1,14 dA 3,88 dA 2,63 gB
VCUR-503-45 288,40 310,20 1,34 eA 1,09 dA 3,99 dA 3,16 eB
VCUR-503-47 250,50 118,90 148 dA 1,34 cA 1,70 jB 3,34 eA
VCUR-503-49 170,35 244,80 0,95 gA 1,00 dA 2,10 jA 1,70 hA
VCUR-503-50 310,30 402,00 0,81 hA 0,86 eA 3,06 gA 2,66 fB
VCUR-503-51 110,20 184,00 1,24 eA 1,09 dA 2,19 iA 1,21 iB
VCUR-503-52 160,65 125,30 1,14 fA 1,05 dA 1,43 kA 1,69 hA
VCUR-503-53 190,43 173,60 157 dA 1,48 cA 2,65 hA 281 fA
VCUR-503-58 538,50 610,70 0,67 hA 0,75 fA 3,49 fB 4,03 cA
VCUR-503-60 160,20 272,40 1,38 eA 1,09 dB 3,80 dA 1,75 hB
VCUR-503-66 150,75 125,00 1,76 cA 152 cB 2,26 iA 2,30 gA
VCUR-503-70 190,34 128,60 1,09 fA 0,91 eB 1,47 kA 1,72 hA
VCUR-503-71 244,67 182,60 0,90 gA 0,76 fA 1,70 jA 1,87 hA
VCUR-503-74 199,43 255,60 148 dA 1,24 dA 3,77 eA 2,47 gB
VCUR-503-75 200,43 211,00 2,05 bA 1,62 bB 432 cA 3,25 eB
VCUR-503-81 289,54 157,00 124 eA 1,24 dA 1,79 jB 3,58 eA
VCUR-503-88 450,36 306,10 1,14 fA 0,95 eA 3,50 fA 4,29 cB
VCUR-503-89 310,24 262,30 1,33 eA 1,14 dA 3,75 eA 3,55 eA
VCUR-503-91 312,62 372,70 1,19 fA 1,09 dA 426 cA 342 eB
VCUR-503-101 270,43 206,00 2,38 aA 2,05 aB 491 bB 553 bA
VCUR-503-116 150,32 113,60 2,00 bA 1,66 bB 2,27 iA 2,51 gA
VCUR-503-119 340,18 298,30 1,05 fA 1,09 dA 298 gB 3,73 dA
Média geral 261,105 251,68 1,26 1,10 2,96 2,78
CVa (%) - - 8,74 8,01
CVb (%) - - 8,66 9,12

Médias seguidas da mesma letra minGscula entre os acessos nas colunas e mailscula entre as épocas nas linhas nao diferem
entre si pelo teste de Skott-Knott (p < 0,05)
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Tabela 2. Constituintes quimicos (C01 a C48) do 6leo essencial de progénies de meios-irméos de Varronia curassavica colhidos na época seca (Janeiro/2019) em Séo Cristévao-SE.

Progénies C01 C02 C03 C04 Co05 C06 co7 Co8 C09 C10 Ci1 C12 C13 Cl4 Cl5 Ci6 C17 C18 C19 C20 c21 C22 C23 C24
VCUR-503 (P) 017 927 000 058 1,50 0,25 2,49 0,39 10,91 0,00 313 0,00 0,00 4,76 0,54 0,00 0,00 4,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-01 014 794 000 027 218 0,00 0,26 0,43 8,03 0,00 2,35 0,00 0,00 0,54 0,00 000 1,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,02 0,00
VCUR-503-02 0,00 69 016 048 1,89 0,15 2,89 0,29 513 0,00 1,55 2,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,24
VCUR-503-06 0,00 436 018 015 1,20 0,15 3,73 0,00 24,66 0,00 7,45 0,20 0,00 2,61 1,56 0,00 0,00 7,97 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-12 009 932 022 048 043 0,00 0,47 0,44 15,07 0,00 4,13 0,00 0,00 4,68 0,00 0,00 0,00 0,00 2,28 0,00 0,00 6,14 0,00 0,00
VCUR-503-13 015 11,13 0,00 053 0,59 0,32 0,47 0,50 8,33 0,00 2,62 0,00 0,00 4,03 1,48 0,00 0,00 0,00 2,20 0,00 0,00 6,41 0,00 0,00
VCUR-503-14 012 38 000 027 018 0,19 0,31 0,52 8,66 0,00 2,49 0,00 0,00 0,96 1,31 0,00 0,00 0,00 0,75 0,00 0,00 4,18 0,00 0,00
VCUR-503-15 0,09 935 000 048 237 0,00 522 0,00 19,04 0,00 5,85 0,00 0,00 2,66 0,00 0,00 0,00 0,00 1,08 0,00 0,00 0,00 2,23 0,00
VCUR-503-23 0,09 38 022 027 155 0,28 4,91 0,00 19,84 0,00 5,64 0,00 0,00 8,68 0,00 0,00 9,89 0,00 4,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-25 009 844 023 033 19 0,23 0,52 0,40 16,12 0,00 4,50 0,00 0,00 4,44 1,92 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,40 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-26 019 1187 059 046 3,80 0,28 0,90 0,42 14,64 0,00 4,42 0,00 0,00 4,55 0,81 0,00 0,00 2,08 0,00 0,00 0,00 6,09 0,00 0,00
VCUR-503-30 1,10 326 1,17 030 019 0,16 0,60 0,41 14,90 0,00 4,07 1,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,44 0,00
VCUR-503-31 013 15 017 015 0,19 0,29 0,92 0,59 19,84 0,00 5,97 0,00 0,00 3,97 0,00 268 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 11,78 0,00 0,00
VCUR-503-32 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,72 0,30 11,61 0,00 3,34 0,00 3,10 0,27 0,00 0,00 0,00 2,05 0,00 6,79 0,00 0,00 0,00 3,60
VCUR-503-34 0,09 593 026 021 204 0,27 0,18 0,00 6,61 0,00 1,93 0,32 0,00 0,00 049 0,00 0,00 0,89 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-35 000 622 018 015 0,15 0,00 3,22 0,00 19,17 0,00 5,48 0,00 0,00 3,20 0,00 0,00 0,00 7,42 3,87 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-36 0,18 1315 05 036 3,87 0,39 0,15 0,30 8,73 0,00 2,42 0,32 0,00 0,78 0,00 0,00 0,00 0,82 0,00 0,00 0,00 3,09 0,00 0,00
VCUR-503-42 26,25 0,00 21,06 029 028 0,00 0,58 0,00 0,00 19,01 2,94 0,00 0,00 0,00 1,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-43 0,00 3130 024 028 0,19 0,14 3,40 0,00 13,46 0,00 3,71 0,00 0,00 2,26 0,79 0,00 0,00 6,78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-45 0,00 453 014 019 121 0,10 0,29 0,00 15,44 0,00 4,39 0,00 0,00 0,70 125 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,99 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-47 000 373 014 023 027 0,08 0,43 0,47 4,64 0,46 1,43 0,00 0,00 1,22 0,84 0,00 1,99 0,00 0,81 0,00 0,00 0,00 3,82 0,26
VCUR-503-49 017 952 050 032 3,06 0,27 4,91 0,00 13,68 0,00 4,14 0,00 0,00 6,51 1,04 0,00 0,00 10,21 0,00 0,00 4,56 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-50 012 342 032 022 018 0,17 7,89 0,00 16,54 0,00 4,93 5,96 0,00 0,16 1,00 0,00 0,00 14,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-51 023 11,74 053 043 281 0,00 0,21 0,32 9,68 0,00 2,74 0,00 0,00 0,47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,75 0,00
VCUR-503-52 017 11,71 045 070 0,62 0,00 0,45 0,37 6,00 0,00 2,05 0,00 0,00 3,75 0,74 0,00 0,00 1,18 0,00 0,00 0,00 5,45 0,00 0,00
VCUR-503-53 014 1392 044 094 451 0,33 0,70 0,39 10,15 0,00 3,16 0,00 0,00 0,00 0,48 0,00 0,00 1,87 0,00 0,00 5,86 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-58 0,00 054 000 000 021 0,00 0,92 0,00 7,57 0,00 2,22 0,00 0,00 2,43 1,17 0,00 0,00 2,93 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-60 016 936 0,00 025 2,77 0,29 1,54 0,00 7,61 0,00 2,19 0,00 0,00 1,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-66 014 958 039 027 318 0,35 0,25 0,38 3,40 0,00 1,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,37 0,00 0,00
VCUR-503-70 010 722 020 027 150 0,17 4,19 0,00 15,19 0,00 4,38 0,00 0,00 7,79 0,00 000 9,77 0,00 4,94 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-71 014 575 0,00 028 0,6 0,22 0,81 0,47 14,64 0,00 4,18 0,00 0,00 4,99 0,00 0,00 0,00 0,00 2,09 0,00 0,00 797 0,00 0,00
VCUR-503-74 019 2157 065 100 6,92 0,47 0,40 0,34 6,72 0,00 2,17 2,79 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,52 0,00 0,00 5,03 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-75 013 913 0,18 041 230 0,17 2,64 0,29 4,84 0,00 1,50 2,38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-81 0,00 489 000 038 025 0,15 0,31 0,44 14,97 0,00 4,11 0,00 0,00 0,98 0,00 0,00 0,99 0,00 0,64 0,00 0,00 2,53 0,00 0,00
VCUR-503-88 0,00 619 000 021 152 0,00 2,23 0,28 7,23 0,00 2,18 0,00 0,00 1,26 0,00 000 4,84 0,00 0,00 0,00 0,00 1,83 0,00 0,00
VCUR-503-89 0,16 1305 044 1,00 4,40 0,26 3,02 0,31 3,59 0,00 1,19 0,00 0,00 2,12 0,00 0,00 0,00 5,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-91 0,00 527 015 018 0,14 0,15 2,08 0,00 11,39 0,00 3,25 1,49 0,00 0,00 1,02 0,00 0,00 4,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-101 0,09 12,04 0,23 062 295 0,21 1,85 0,27 4,34 0,00 1,32 0,00 0,00 1,53 0,00 0,00 4,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-116 0,09 14,30 0,27 052 294 0,20 1,72 0,21 3,55 0,00 1,12 0,00 0,00 1,36 0,00 000 3,97 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-119 0,00 2,22 0,00 0,00 0,64 0,00 0,24 0,43 7,70 0,00 2,23 0,00 0,00 0,50 1,47 0,00 0,00 0,00 0,58 0,00 0,00 3,98 0,00 0,00
IRc 917 929 942 967 971 1173 1334 1409 1423 1424 1446 1460 1482 1483 965 977 1489 1498 1510 1511 1513 989 1515 1518
IRI 926 932 946 969 974 1774 1335 1409 1417 1434 1452 1487 1484 926 1500 1511 1528 926

Compostos: (CO1) tricicleno, (C02) a-pineno, (C03) canfeno, (C04) sabineno, (C05) B-pineno, (C06) terpinen-4-ol, (C07) &-elemeno, (C08) a-gurjuneno, (C09) E-cariofileno, (C10) y-elemeno, (C11) a-humuleno, (C12) 204M+ 105(54); 161(100), (C13) a-zingibereno, (C14) germacreno D, (C15) -
selineno, (C16) 204M+ 91(50); 93(90); 105(100); 107(53); 121(83); 161(66), (C17) 204M+ 91(50); 93(96); 105(81); 107(68); 119(52); 121(100); 161(51) (C18) biciclogermacreno, (C19) 5-amorfeno, (C20) 222M+ 41(65); 55(50); 69(57); 81(100); 93(67); 121(60); 161(66), (C21) cis-calameneno, (C22)
trans-calameneno, (C23) 202M+ 159(100), (C24) 222M+ 41(53); 81(100); 93(59); 105(52); 121(64); 161(83). IRc: Indice de retengéo na coluna RTX-5MS calculados de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963); IRI: Indice de retengdo segundo Adams (2017).
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Progénies C25 C26 c27 C28 C29 C30 C31 C32 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C41 C42 C43 C44 C45 C46 C47 C48
VCUR-503 4,11 0,00 0,00 0,00 0,00 1,23 0,00 0,62 19,42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,51 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 53,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-02 2,22 0,00 0,00 0,00 0,00 1,80 0,00 0,00 44,64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-06 2,76 0,00 0,00 0,00 7,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,65 0,00 0,00 0,00 0,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-12 3,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,69 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,53 0,45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 48,91 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,14 1,04 533 0,00 0,00 0,00 0,00 12,22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,79 0,00 0,00 6,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,10 0,86 0,61 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-26 0,00 2,25 0,00 0,00 0,00 1,56 9,04 1,00 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,75 38,64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,07 0,42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,56 1,71 0,73 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,66 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-32 0,00 0,00 3,38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,78 0,00 16,92 0,98 2,32 0,00 2,29 1,69 0,00 0,00 521 8,61 0,00 0,00 0,00 3,80 0,00
VCUR-503-34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,31 58,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,90 7,95 2,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,15 0,00 0,00 43,44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,82 0,00 0,53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-43 2,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 42,63 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,24
VCUR-503-47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 50,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-49 0,00 0,83 0,00 0,00 0,00 5,08 10,31 1,99 0,87 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-50 2,82 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 1,55 0,00 5,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 45,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-52 0,00 2,09 0,00 0,00 0,00 0,98 7,96 0,55 0,63 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,67 10,92 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-58 0,00 0,00 0,00 5,95 0,00 3,63 0,00 1,57 0,00 0,00 0,00 0,00 8,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 11,13 572 0,00 11,07 7,07 0,00
VCUR-503-60 1,65 0,00 0,00 0,00 0,00 3,03 0,00 0,00 45,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-66 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 64,74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-70 0,00 0,00 0,00 0,00 4,35 0,00 0,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,46 9,04 0,88 0,74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 10,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-75 1,80 0,00 0,00 0,00 0,00 2,36 0,00 0,00 44,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-81 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,56 36,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,12 47,39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-89 0,00 1,41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 46,39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,61 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-91 0,00 0,00 0,31 0,00 3,06 0,00 0,00 0,00 41,80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-101 1,94 0,00 0,00 0,00 0,00 2,69 0,00 0,00 42,41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,54 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-116 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,72 0,00 0,00 37,28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,54 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-119 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,97 61,39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IRL 1522 1528 1548 1567 1575 1582 1586 1588 1603 1607 1612 1623 1624 1628 1634 1646 1649 1649 1650 1654 1657 1663 1680 1690
IRC 1522 1522 1582 1577 1590 1582 1592 1621 1635 1640 1652 1668 1652

Compostos: (C25) §-cadineno, (C26) p-cadineno, (C27) 220M+ 41(80); 55(50); 67(52); 69(65); 79(55); 81(99); 93(83); 95(58); 107(100); 108(61); 150(63); 220(64), (C28) ar-turmerol, (C29) 222M+ 81(64); 105(62); 161(100), (C30) espatulenol, (C31) globulol, (C32) 6xido de cariofileno, (C33)
viridiflorol, (C34) 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-metileno-10-(1-propil), (C35) 204M+ 43(63); 81(73); 105(72); 161(100); 189(53); 204(75), (C36) 220M+ 42(100); 159(84); 162(77), (C37) 220M+ 41(100); 55(65); 67(85); 79(60); 81(56); 82(54); 91(82); 93(64); 95(81); 105(54); 107(52); 109(62);
119(60); 136(61), (C38) 202M+ 41(53); 43(69) 55(56); 67(87); 77(64); 79(78); 91(96); 93(100); 105(55); 109(80); 145(54); 187(62); 202(54), (C39) epi-a-cadinol, (C40) epi-a-muurolol, (C41) 3-cadinol, (C42) 202M+ 69(75); 91(74); 93(84); 95(100); 109(63); 132(79); 202(57), (C43) ar-turmerona,
(C44) 202M+ 67(60), 69(99); 91(69); 93(71); 95(100); 109(71); 132(59); 202(71), (C45) a-cadinol, (C46) 218M+ 83(100); 105(93); 120(63), (C47) 220M+ 67(69); 91(60); 93(52); 109(100); 120(65), (C48) 204M+ 81(61); 105(72); 161(100). P=parental feminino. IRc: Indice de retencéo na coluna RTX-
5MS calculados de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963); IRI: Indice de retengao segundo Adams (2017).
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Tabela 3. Constituintes quimicos (C01 a C48) do 6leo essencial de progénies de meios-irmaos de Varronia curassavica colhidos na época chuvosa (Junho/2019) em S&o Cristovao-

SE.

Progénies Cl Cc2 C3 C4 Ccs5 Cé c7 C8 c9 C10 Ci1 Ci12 C13 Cl4 Ci15 C16 C17 C18 C19 C20 c21 C22 Cc23 C24
VCUR-503 (P) 0,59 15,11 0,00 0,92 2,60 0,96 6,81 0,82 19,27 0,00 2,23 0,00 0,00 9,15 0,59 0,00 0,00 7,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-01 0,14 10,36 0,00 0,27 2,18 0,00 0,26 0,43 8,83 0,00 2,35 0,00 0,00 0,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-02 0,00 6,73 0,20 0,45 1,93 0,00 3,28 0,24 7,56 0,00 1,20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-06 0,00 3,13 0,14 0,09 3,89 0,65 5,63 0,00 18,45 0,00 6,84 0,20 0,00 1,34 1,56 0,00 0,00 8,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-12 0,33 9,64 0,37 0,88 4,61 0,55 321 0,65 8,26 0,00 2,74 0,00 0,00 2,12 0,00 0,00 8,75 0,00 1,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-13 0,24 8,95 0,00 0,79 0,92 0,58 0,91 0,52 8,77 0,00 2,99 0,00 0,00 4,85 1,44 0,00 0,00 0,00 2,58 0,00 0,00 4,68 0,00 0,00
VCUR-503-14 0,36 9,23 0,00 0,78 0,56 0,37 0,88 1,99 12,50 0,00 4,24 0,00 0,00 2,05 1,44 0,00 0,00 0,00 2,07 0,00 0,00 7,88 0,00 0,00
VCUR-503-15 0,19 8,46 0,00 0,22 3,28 0,00 4,32 0,00 17,76 0,97 7,90 0,00 0,00 3,79 0,88 0,00 0,00 0,00 1,07 0,00 0,00 0,00 3,90 0,00
VCUR-503-23 0,24 6,89 0,45 0,56 2,18 0,13 5,28 0,00 18,55 0,00 6,22 0,00 0,00 7,77 0,00 0,00 5,91 0,00 5,20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-25 0,15 10,37 0,32 0,57 2,48 0,23 0,52 0,87 19,24 0,00 5,69 0,00 0,00 2,24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,80 0,00 0,00
VCUR-503-26 0,55 15,30 0,70 0,47 4,41 0,46 1,24 0,75 16,33 0,00 3,24 0,00 0,00 3,66 0,93 0,00 0,00 2,66 0,00 0,00 0,00 4,84 0,00 0,00
VCUR-503-30 0,07 1,64 1,00 0,06 0,21 0,21 0,62 0,71 19,95 0,00 3,03 1,28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,36 0,00
VCUR-503-31 0,15 1,74 0,37 0,59 0,32 0,42 0,96 0,37 24,91 0,00 7,75 0,00 0,00 3,68 0,00 4,74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 512 0,00 0,00
VCUR-503-32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,58 6,26 0,00 2,55 0,00 1,89 0,30 0,00 0,00 0,00 4,00 0,00 8,38 0,00 0,00 0,00 4,56
VCUR-503-34 0,35 3,18 0,59 0,48 4,18 0,67 0,82 0,00 9,28 0,00 2,90 0,00 0,00 0,00 0,38 0,00 0,00 1,02 0,00 0,00 1,72 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-35 0,55 8,99 0,73 0,34 0,25 0,00 5,26 0,00 22,16 0,00 2,27 0,00 0,00 527 0,00 0,00 0,00 5,16 1,89 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-36 0,70 17,52 0,36 0,95 2,16 0,87 0,16 0,08 13,08 0,00 1,64 0,11 0,00 1,29 0,00 0,00 0,00 2,05 0,00 0,00 0,00 1,24 0,00 0,00
VCUR-503-42 0,00 4,17 25,13 0,30 0,30 0,00 0,60 0,00 0,00 14,01 4,27 0,00 0,00 0,00 1,66 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,48 0,00 0,00
VCUR-503-43 0,00 26,05 0,69 0,50 0,37 0,15 0,00 0,00 14,81 0,00 4,65 0,00 0,00 5,35 0,37 0,00 0,00 9,63 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-45 0,00 7,51 0,38 0,11 0,36 0,00 0,91 0,00 19,07 0,00 2,16 0,00 0,00 0,16 2,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,04 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-47 0,00 10,00 0,40 0,43 0,08 0,00 0,40 0,51 7,28 0,70 171 0,00 0,00 2,38 0,43 0,00 0,00 0,00 0,61 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-49 0,00 12,06 0,42 0,15 5,35 0,35 2,11 0,00 15,89 0,00 2,60 0,00 0,00 5,15 1,53 0,00 0,00 6,93 0,00 0,00 0,00 5,28 0,00 0,00
VCUR-503-50 0,49 5,26 0,80 0,15 0,88 0,77 4,41 0,00 24,09 0,00 5,30 2,36 0,00 0,40 1,55 0,00 0,00 17,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-51 0,87 9,23 0,76 0,88 4,17 0,00 0,18 0,16 14,93 0,00 4,67 0,00 0,00 0,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-52 0,70 9,26 0,39 0,31 0,58 0,00 0,76 0,64 12,36 0,00 3,58 0,00 0,00 2,67 0,78 0,00 0,00 0,91 0,00 0,00 0,00 3,68 0,00 0,00
VCUR-503-53 0,07 15,04 0,45 1,23 3,68 0,90 0,76 0,82 15,10 0,00 2,00 0,00 0,00 0,00 0,77 0,00 0,00 2,58 0,00 0,00 2,44 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-58 0,00 0,17 1,90 0,00 0,00 0,00 0,43 0,00 4,24 0,00 4,65 0,00 0,00 1,34 3,27 0,00 0,00 3,79 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-60 0,25 10,62 0,00 0,66 1,50 0,16 0,89 0,00 16,13 0,00 3,89 0,00 0,00 2,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-66 0,16 10,59 0,23 0,21 1,91 0,55 0,92 0,48 5,82 0,00 1,19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,55 0,00 0,00
VCUR-503-70 0,41 11,49 0,52 0,43 2,87 0,64 2,86 0,00 21,17 0,00 2,19 0,00 0,00 12,53 0,00 0,00 0,00 0,00 3,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-71 0,41 8,08 0,00 0,40 0,90 0,00 0,53 0,47 20,87 0,00 0,00 0,00 0,00 5,88 0,00 0,00 0,00 0,00 1,36 0,00 0,00 3,67 0,00 0,00
VCUR-503-74 0,69 17,81 1,03 2,92 8,64 0,67 0,41 0,37 8,10 0,00 4,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,78 0,00 0,00 3,85 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-75 0,00 6,59 0,34 0,78 3,91 0,53 4,79 0,11 7,22 0,00 2,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-81 0,00 8,85 0,00 1,31 0,89 0,21 0,10 0,22 14,03 0,00 6,67 0,00 0,00 0,22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,52 0,00 0,00 4,16 0,00 0,00
VCUR-503-88 0,00 3,84 0,00 1,55 3,27 0,00 1,50 0,34 13,73 0,00 3,14 0,00 0,00 2,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,91 0,00 0,00
VCUR-503-89 0,65 15,22 0,39 1,90 2,07 0,64 4,69 0,66 6,01 0,00 0,38 0,00 0,00 1,23 0,00 0,00 0,00 3,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-91 0,00 7,42 0,36 1,42 0,10 0,20 3,74 0,00 16,28 0,00 1,89 0,00 0,00 0,00 0,60 0,00 0,00 2,52 0,51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-101 0,20 12,12 0,15 0,49 2,96 0,53 1,89 0,27 4,07 0,00 1,06 0,00 0,00 1,53 0,00 0,00 5,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-116 0,46 11,44 0,35 0,88 2,94 0,55 1,99 0,55 591 0,00 1,13 0,00 0,00 1,70 0,00 0,00 6,46 0,00 1,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-119 0,00 5,15 0,00 0,00 0,29 0,00 0,58 0,14 10,83 0,00 0,00 0,00 0,00 0,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,24 0,00 0,00 2,29 0,00 0,00

IRL 917 929 942 967 971 1173 1334 1409 1423 1424 1446 1460 1482 1483 965 977 1489 1498 1510 1511 1513 989 1515 1518

IRC 926 932 946 969 974 1774 1335 1409 1417 1434 1452 1487 1484 926 1500 1511 1528 926

Compostos: (C01) tricicleno, (C02) a-pineno, (C03) canfeno, (C04) sabineno, (C05) B-pineno, (C06) terpinen-4-ol, (C07) 3-elemeno, (C08) a-gurjuneno, (C09) E-cariofileno, (C10) y-elemeno, (C11) a-humuleno, (C12) 204M+ 105(54); 161(100), (C13) a-zingibereno, (C14) germacreno D, (C15) B-
selineno, (C16) 204M+ 91(50); 93(90); 105(100); 107(53); 121(83); 161(66), (C17) 204M+ 91(50); 93(96); 105(81); 107(68); 119(52); 121(100); 161(51) (C18) biciclogermacreno, (C19) 5-amorfeno, (C20) 222M+ 41(65); 55(50); 69(57); 81(100); 93(67); 121(60); 161(66), (C21) cis-calameneno, (C22)
trans-calameneno, (C23) 202M+ 159(100), (C24) 222M+ 41(53); 81(100); 93(59); 105(52); 121(64); 161(83). IRc: Indice de retencéo na coluna RTX-5MS calculados de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963); IRI: Indice de retencéo segundo Adams (2017).
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Progénies C25 C26 c27 C28 C29 C30 C31 C32 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C41 C42 C43 C44 C45 C46 C47 C48
VCUR-503 (P) 2,78 0,00 0,00 0,00 0,00 1,29 0,00 1,03 8,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,51 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 53,88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-02 2,92 0,00 0,00 0,00 0,00 2,04 0,00 0,00 44,24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,67 0,00 0,00 0,00 0,56 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-06 2,44 0,00 0,00 0,00 9,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,11 0,00 0,00 28,82 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,83 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00 1,14 191 0,00 0,00 1,99 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,79 2,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,91 0,75 5,03 0,00 0,00 0,00 0,00 6,82 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,61 0,00 0,00 517 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,09 0,86 0,62 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-26 1,84 0,00 0,00 0,00 0,00 0,84 7,95 1,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,82 31,91 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,02 1,03 2,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,78 0,37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-32 0,00 0,00 4,24 0,00 0,00 0,00 0,00 2,13 0,00 22,47 2,64 4,87 0,00 1,44 0,00 0,00 0,00 0,00 5,55 0,00 0,00 0,00 2,23 0,00
VCUR-503-34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,23 56,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,44 10,60 0,99 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,13 0,00 0,00 40,41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,83 0,00 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-43 2,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 48,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,26
VCUR-503-47 0,00 1,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 47,95 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,29 13,30 1,47 4,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,77 0,00 0,00 9,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 43,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 9,91 0,89 3,59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,93 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,53 18,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-58 0,00 0,00 0,00 3,23 0,00 1,28 0,00 3,67 0,00 0,00 0,00 0,00 7,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,26 4,03 0,00 17,35 1,57 0,00
VCUR-503-60 3,27 0,00 0,00 0,00 0,00 1,36 0,00 0,00 37,83 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-66 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 59,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-70 0,00 0,00 0,00 0,00 12,38 0,00 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,05 12,88 0,88 3,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,76 16,42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-75 1,82 0,00 0,00 0,00 0,00 1,02 0,00 0,00 40,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-81 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,82 34,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,71 43,74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-89 2,59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 41,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-91 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 36,79 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-101 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,42 0,00 0,00 35,25 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-116 ~ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,74 0,00 0,00 30,34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,77 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCUR-503-119 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,46 54,84 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,73 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IRL 1522 1528 1548 1567 1575 1582 1586 1588 1603 1607 1612 1623 1624 1628 1634 1646 1649 1649 1650 1654 1657 1663 1680 1690

IRC 1522 1522 1582 1577 1590 1582 1592 1621 1635 1640 1652 1668 1652

Compostos: (C25) §-cadineno, (C26) p-cadineno, (C27) 220M+ 41(80); 55(50); 67(52); 69(65); 79(55); 81(99); 93(83); 95(58); 107(100); 108(61); 150(63); 220(64), (C28) ar-turmerol, (C29) 222M+ 81(64); 105(62); 161(100), (C30) espatulenol, (C31) globulol, (C32) 6xido de cariofileno, (C33)
viridiflorol, (C34) 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-metileno-10-(1-propil), (C35) 204M+ 43(63); 81(73); 105(72); 161(100); 189(53); 204(75), (C36) 220M+ 42(100); 159(84); 162(77), (C37) 220M+ 41(100); 55(65); 67(85); 79(60); 81(56); 82(54); 91(82); 93(64); 95(81); 105(54); 107(52); 109(62);
119(60); 136(61), (C38) 202M+ 41(53); 43(69) 55(56); 67(87); 77(64); 79(78); 91(96); 93(100); 105(55); 109(80); 145(54); 187(62); 202(54), (C39) epi-a-cadinol, (C40) epi-a-muurolol, (C41) 3-cadinol, (C42) 202M+ 69(75); 91(74); 93(84); 95(100); 109(63); 132(79); 202(57), (C43) ar-turmerona,
(C44) 202M+ 67(60), 69(99); 91(69); 93(71); 95(100); 109(71); 132(59); 202(71), (C45) a-cadinol, (C46) 218M+ 83(100); 105(93); 120(63), (C47) 220M+ 67(69); 91(60); 93(52); 109(100); 120(65), (C48) 204M+ 81(61); 105(72); 161(100). P=parental feminino. IRc: Indice de retencdo na coluna RTX-
5MS calculados de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963); IRI: Indice de retengao segundo Adams (2017).
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Figura 2. Dendrograma bidimensional representando a similaridade entre parental e progénies
de meios-irmdos do programa de melhoramento de Varronia curassavica da UFS, para a
composi¢do quimica do 6leo essencial na epoca seca (A) e chuvosa (B).
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Figura 3. Média dos principais constituintes do 6leo essencial do parental e progénies de meios-
irmaos de Varronia curassavica de acordo com os grupos | e Il formados nas épocas seca (A)
e chuvosa (B). Compostos: (C01) tricicleno, (C02) a-pineno, (C07) o-elemeno, (C09) E-
cariofileno, (C10) vy-elemeno, (C11) o-humuleno, (C14) germacreno D, (C18)
biciclogermacreno, (C31) globulol, (C33) viridiflorol, (C34) 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-
metileno-10-(1-propil), (C43) ar-turmerona, (C46) 218M+ 83(100); 105(93); 120(63), (C47)
220M+ 67(69); 91(60); 93(52); 109(100); 120(65).
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Figura 4. Distribuicdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial do parental e progénies de meios-irmaos de
Varronia curassavica em relacdo aos dois componentes principais através da analise de componente principal
(ACP) para as épocas seca (A) e chuvosa (B). (C01) tricicleno, (C02) a-pineno, (C03) canfeno, (C04) sabineno,
(C05) p-pineno, (CO6) terpinen-4-ol, (CO7) &-elemeno, (C08) a-gurjuneno, (C09) E-cariofileno, (C10) y-elemeno,
(C11) a-humuleno, (C12) 204M+ 105(54); 161(100), (C13) a-zingibereno, (C14) germacreno D, (C15) B-selineno,
(C16) 204M+ 91(50); 93(90); 105(100); 107(53); 121(83); 161(66), (C17) 204M+ 91(50); 93(96); 105(81);
107(68); 119(52); 121(100); 161(51) (C18) biciclogermacreno, (C19) 8-amorfeno, (C20) 222M+ 41(65); 55(50);
69(57); 81(100); 93(67); 121(60); 161(66), (C21) cis-calameneno, (C22) trans-calameneno, (C23) 202M+
159(100), (C24) 222M+ 41(53); 81(100); 93(59); 105(52); 121(64); 161(83), (C25) 5-cadineno, (C26) B-cadineno,
(C27) 220M+ 41(80); 55(50); 67(52); 69(65); 79(55); 81(99); 93(83); 95(58); 107(100); 108(61); 150(63);
220(64), (C28) ar-turmerol, (C29) 222M+ 81(64); 105(62); 161(100), (C30) espatulenol, (C31) globulol, (C32)
oxido de cariofileno, (C33) viridiflorol, (C34) 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-metileno-10-(1-propil), (C35) 204M+
43(63); 81(73); 105(72); 161(100); 189(53); 204(75), (C36) 220M+ 42(100); 159(84); 162(77), (C37) 220M+
41(100); 55(65); 67(85); 79(60); 81(56); 82(54); 91(82); 93(64); 95(81); 105(54); 107(52); 109(62); 119(60);
136(61), (C38) 202M+ 41(53); 43(69) 55(56); 67(87); 77(64); 79(78); 91(96); 93(100); 105(55); 109(80); 145(54);
187(62); 202(54), (C39) epi-a-cadinol, (C40) epi-a-muurolol, (C41) &-cadinol, (C42) 202M+ 69(75); 91(74);
93(84); 95(100); 109(63); 132(79); 202(57), (C43) ar-turmerona, (C44) 202M+ 67(60), 69(99); 91(69); 93(71);
95(100); 109(71); 132(59); 202(71), (C45) a-cadinol, (C46) 218M+ 83(100); 105(93); 120(63), (C47) 220M+
67(69); 91(60); 93(52); 109(100); 120(65), (C48) 204M+ 81(61); 105(72); 161(100).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A &gua residual liofilizada obtida no processo de hidrodestilacdo do 6leo essencial de
V. curassavica apresenta toxicidade sobre o protozoario I. multifiliis. A exposicao das folhas e
inflorescéncias a altas temperaturas favorece a liberacdo de metabolitos secundérios de alto
peso molecular, como os flavondides e acidos fendlicos, que apresentam efeito biocida sobre
esse parasita. Esse subproduto da destilacdo expressa potencialidades para uso alternativo no
controle desse protozoario.

A obtencdo de progénies de meios-irméos proporcionou a melhoria das caracteristicas
agrondmicas, quimicas e de atividade antiprotozoaria em relacéo ao parental feminino VCUR-
503. Esse processo prorpocionou a elevagdo dos teores dos compostos E-cariofileno e
viridiflorol como também sua atividade antiprotozoaria sobre 1. multifiliis. As progénies
pertencentes ao grupo Il apresentam maiores teores desses dois compostos e algumas sdo
promissoras para serem exploradas economicamente. O sinergismo entre os compostos E-
cariofileno e viridiflorol foi confirmado, assim como foi possivel inferir que outros compostos
atuam de modo antagbnico a esses.

A época seca favoreceu maior producdo de 6leo essencial para algumas progénies de
meios-irmaos. Porém, para a maioria delas, a época de colheita ndo afetou o teor e o rendimento
de 6leo essencial. As progénies de meios-irmaos VCUR-503-01, VCUR-503-02, VCUR-503-
45, VCUR-503-66, VCUR-503-88 e VCUR-503-119 apresentam caracteristicas agronémicas e
quimicas promissoras como futuras cultivares no programa de melhoramento de V. curassavica.
A composicao quimica dos 6leos essenciais apresentou certa estabilidade nas épocas avaliadas
para a grande maioria das progénies. Para a garande maioria das progénies ndo foi observada
mudanca drastica no teor dos compostos majoritarios.
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ANEXOS

TABELA 1A. Resumo da andlise de variancia para as variaveis largura (LF), comprimento (CF)
da folha, comprimento do peciolo (CP), area foliar (AF) e comprimento do internddio (CI) de
progénies de meios-irmaos e parental materno de Varronia curassavica.

QM
FV GL LF CF CP AF Cl
Tratamento 88 2,0077* 12,4000* 0,2350* 12792,9555* 6,4435*
Bloco 2 0,3166* 4,3053*  0,0001" 2,3518* 1,1760*
Erro 176  0,0011 0,5550 0,0004 0,0240 0,1596
Total 266
CV(%) 0,81 2,1 2,9 0,07 7,39
Média geral 4,16 11,2078 0,767 22,85 5,4043

*Significativo a 5% pelo teste F
ns Nao significativo a 5% pelo teste F

TABELA 2A. Resumo da analise de variancia para as variaveis teor (TOE) e rendimento (ROE)
de dleo essencial de progénies de meios-irméos e parental materno de Varronia curassavica.

QM
FV GL TOE ROE
Tratamento 72 0,4875* 3,7048*
Bloco 2 0,0038"™ 0,0153™
Erro 144 0,0131 0,0533
Total 218
CV (%) 8,85 8,17
Média geral 1,29 2,83

*Significativo a 5% pelo teste F
ns N&o significativo a 5% pelo teste F

TABELA 3A. Resumo da analise de variancia para atividade antiprotozoaria de 6leo essencial de
5 progénies e parental de Varronia curassavica.

FV GL QM Mortalidade
Tratamento 5 927,0333*
Bloco 2 27,1667™
Erro 10 146,9000
Total 17

CV (%) 26,07
Média geral 1,29

*Significativo a 5% pelo teste F
ns Néo significativo a 5% pelo teste F
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TABELA 4A. Resumo da analise de variancia para teor (TOE) e rendimento (ROE) de 6leo
essencial de progénies de meios-irmados de Varronia curassavica colhidas em duas épocas.

QM
FV GL TOE ROE
Genotipo 39 0,6350* 6,3732*
Erro 1 80 0,0108 0,0527
Epoca 1 1,3877* 2,4361*
Genotipo x Epoca 39 0,0666* 1,5477*
Erro 2 80 0,0106 0,0688
CV1(%) 8,74 8,00
CV2(%) 8,66 9,14
Média geral 1,18 2,87

*Significativo a 5% pelo teste F
ns Nao significativo a 5% pelo teste F

TABELA 5A. Resumo da analise de variancia para o desdobramento de genotipo dentro de cada
época para as variaveis teor (TOE) e rendimento (ROE) de 6leo essencial de progénies de meios-
irmaos de Varronia curassavica colhidas em duas épocas.

QM
FV GL TOE ROE
Genotipo dentro de seca 39 0,4659* 4,3076*
Genotipo dentro de chuva 39 0,2357* 3,4418*
Erro 84 0,0106 0,0608

*Significativo a 5% pelo teste F
ns N&o significativo a 5% pelo teste F
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TABELA 6A. Resumo da anélise de variancia para o desdobramento de época dentro de cada
progénie de meios-irmaos para as variaveis teor (TOE) e rendimento (ROE) de 6leo essencial de
Varronia curassavica colhidas em duas épocas.

QM

FV GL TOE ROE
Epoca dentro de VCUR-503 1 0,0840%* 0,2400"
Epoca dentro de VCUR-503-01 1 0,0561* 6,8694*
Epoca dentro de VCUR-503-02 1 0,4108%* 0,5400%*
Epoca dentro de VCUR-503-06 1 0,0000" 0,6868*
Epoca dentro de VCUR-503-12 1 0,0522%* 0,1536™
Epoca dentro de VCUR-503-13 1 0,1872* 0,0016"™
Epoca dentro de VCUR-503-14 1 0,1232%* 0,0308"
Epoca dentro de VCUR-503-15 1 0,1633* 0,1908™
Epoca dentro de VCUR-503-23 1 0,0032ns 0,0140m™
Epoca dentro de VCUR-503-25 1 0,0000m 0,5104*
Epoca dentro de VCUR-503-26 1 0,0037"s 1,8592*
Epoca dentro de VCUR-503-30 1 1,3632* 16,2032%*
Epoca dentro de VCUR-503-31 1 0,0308" 0,4213*
Epoca dentro de VCUR-503-32 1 0,1232* 0,2053"
Epoca dentro de VCUR-503-34 1 0,0560* 1,9608*
Epoca dentro de VCUR-503-35 1 0,0000m 0,4648*
Epoca dentro de VCUR-503-36 1 0,0032ns 2,8016*
Epoca dentro de VCUR-503-42 1 0,0130™ 0,0704"
Epoca dentro de VCUR-503-43 1 0,0032ns 2,3437*
Epoca dentro de VCUR-503-45 1 0,0888* 1,0333*
Epoca dentro de VCUR-503-47 1 0,0294ns 4,0344*
Epoca dentro de VCUR-503-49 1 0,0032m 0,2400"
Epoca dentro de VCUR-503-50 1 0,0032ns 0,2440m
Epoca dentro de VCUR-503-51 1 0,0322m 1,4504*
Epoca dentro de VCUR-503-52 1 0,0130m 0,0988m™
Epoca dentro de VCUR-503-53 1 0,0130™ 0,0400"
Epoca dentro de VCUR-503-58 1 0,0096" 0,4428*
Epoca dentro de VCUR-503-60 1 0,1261* 6,8480%
Epoca dentro de VCUR-503-66 1 0,0840* 0,0020m™
Epoca dentro de VCUR-503-70 1 0,0522* 0,0937m
Epoca dentro de VCUR-503-71 1 0,0280m 0,0400"
Epoca dentro de VCUR-503-74 1 0,0840% 2,5610%
Epoca dentro de VCUR-503-75 1 0,2773" 1,7280%
Epoca dentro de VCUR-503-81 1 0,0000* 4,8240%*
Epoca dentro de VCUR-503-88 1 0,0522%* 0,9283"
Epoca dentro de VCUR-503-89 1 0,0541m 0,0620*
Epoca dentro de VCUR-503-91 1 0,0140%* 1,0500%
Epoca dentro de VCUR-503-101 1 0,1700* 0,5891*
Epoca dentro de VCUR-503-116 1 0,1700* 0,0840m
Epoca dentro de VCUR-503-119 1 0,0032m 0,8362*
Erro 80 0,0105 0,0608

*Significativo a 5% pelo teste F
Ns: N&o significativo a 5% pelo teste F



