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RESUMO

ROCHA, C. H. Caracterizacdo quimica de 6leos essenciais de Psidium cattleianum e seu
efeito na sanidade de sementes de Phaseolus vulgaris. 2019. 113f. Tese (Doutorado em
Producédo Vegetal) — Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC, Centro de Ciéncias
Agroveterinarias — CAV. Programa de Pds-graduacdo em Producdo Vegetal, Lages, 2019.

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) pode ser afetado por inimeras doencas durante todo
seu ciclo, causadas principalmente por fungos e bactérias. Muitos dos patégenos causadores
de doencas em feijoeiro podem ser transmitidos e transportados pelas sementes. O uso de
produtos quimicos € o principal meio de controle dos principais patégenos associados as
sementes. Visando uma producdo mais sustentavel, com menor dano ao meio ambiente e
menor custo ao produtor rural, os objetivos deste trabalho foram caracterizar os compostos
presentes nos 0Oleos essenciais de Psidium cattleianum e o potencial desses no controle de
patdgenos associados as sementes de feijdo. Os 6Oleos essenciais foram extraidos a partir de
folhas, nos morfotipos vermelho e o amarelo de P. cattleianum, provenientes de quatro
diferentes locais, sendo trés no Municipio de Lages/SC e um no Municipio de Bom Retiro/SC
e em quatro diferentes fases fenoldgicas do ciclo da planta. A extracdo foi realizada pelo
método de hidrodestilacdo, sendo os dleos essenciais e 0s hidrolatos armazenados em frascos
e acondicionadas em refrigeradores para posteriormente serem encaminhadas as analises
qguimicas utilizando a cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas. Os
resultados deste experimento e as diferencas em percentuais entre as fases fenoldgicas e seus
respectivos locais de coleta para os dois morfotipos vermelho e amarelo foram separadas por
meio da Andlise de Componentes Principais (PCA). Apos a identificacdo dos compostos
qguimicos, as amostras foram utilizadas nos testes de protecdo fitossanitaria nas sementes de
feijdo, no entanto, anteriormente os tratamentos foram submetidos a diluicdo, seguindo
protocolo estabelecido pela Farmacopéia Homeopatica Brasileira. Para os testes de sanidade
foi utilizado o delineamento experimental completamente casualizado com 7 tratamentos e 8
repeticdes para cada tratamento. A parcela experimental foi de 25 sementes em uma placa. Os
tratamentos utilizados foram: T1) dleo essencial puro (30 uL); T2) 6leo essencial 7CH; T3)
6leo essencial 12CH; T4) hidrolato 10%; T5) hidrolato 30%; T6) controle com imersdo em
agua destilada; T7) controle sem imersdo em agua destilada. As sementes permaneceram
submersas durante 4 horas nas respectivas solucdes e distribuidas em placas de Petri
revestidas com filme e acondicionadas em camara de germinacdo, durante 7 dias, com
temperatura de 25° (+/- 2°) e fotoperiodo de 12 horas/luz e 12 horas/escuro. Apés sete dias,
realizou-se a contagem e identificacdo das colonias de fungos sobre as sementes de feijao. Os
dados foram analisados com auxilio do ambiente R, a 5% de significancia. A analise dos
dados obtidos a partir da composicao quimica dos morfotipos de aragazeiro, caracterizaram a
presenca de 32 componentes quimicos no 6leo essencial vermelho e 21 para o amarelo, sendo
que a presenca de compostos como a-felandreno, iso silvestreno, o-terpineno, (E) f-ocimeno,
butirato 1,4-pentenila, terpinoleno, gama o-muruleno, a-cadineno, 3,7(11)-selinadieno,
germacreno B e a-eudesmol foi possivel somente no morfotipo vermelho. Verificou-se que o
perfil quimico e os compostos majoritarios dos 6leos essenciais extraidos das folhas de P.
cattleianum no morfotipo vermelho e amarelo possuem variacGes, sendo que a fase fenoldgica
e o local de coleta também foram fatores determinantes na quantidade de compostos
encontrados. Entre os componentes majoritarios, destacaram-se no morfotipo vermelho o 1,8-
cineol, a-pineno, a-eudesmol, (E)-cariofileno, p-cimeno. Enquanto que para o morfotipo
amarelo verificou-se a predominancia do mirceno, do valerianol, além do 1,8-cineol, a-
pineno, (E)-cariofileno. No estudo, observou-se grandes variacdes de incidéncia dos
patdgenos nos tratamentos utilizados a partir de cada fase de coleta para os dois morfotipos.



Para os tratamentos obtidos a partir dos morfotipos vermelhos, com relagdo aos patdgenos
Fusarium oxisporum e Colletotrichum lindemunthianum ndo foi observada diferencas
estatisticas entre as fases fenoldgicas por tratamento, exceto na testemunha sem imersao em
que as fases de folhas velhas (2,5%) e frutificacdo (3,5%) apresentaram os maiores indices do
primeiro e testemunhas com (2%) e sem (2,5%) imersdo na fase folhas velhas e hidrolato 10%
(1,5%) em floracdo para o segundo patdgeno. No caso do Penicillium sp. os menores indices
foram observados no tratamento hidrolato 30% na fase de frutificacdo (1%) e testemunha com
imersdo na fase de folhas novas (0%). Em bactérias, a fase de frutificacdo se mostrou
promissora, nos tratamentos de 6leo 12CH, dleo puro e hidrolato 30%, onde os indices foram
iguais a zero. No tratamento hidrolato 30%, a fase de folhas novas também apresentou valor
igual a zero, assim como as testemunhas com e sem imersdo nesta mesma fase fenoldgica.
Para o patdgeno Rhizoctonia spp., nenhuma diferenca estatistica foi observada nas fases
fenoldgicas de cada tratamento. E para Aspergillus flavus, a fase de floracdo mostrou os
menores indices deste patdgeno, para os tratamentos 6leo 7CH (2,5%), 6leo 12CH (5,0%),
hidrolato 10% (3.0%), hidrolato 30% (1,0%), testemunha com (2,0%) e sem imersdo (0%),
mas ndo diferiu da fase de folhas novas para os tratamentos 6leo 7CH (4%) e testemunha
(0%), sendo que para o tratamento 6éleo puro, apresentou o0 menor indice (3,5%), nesta mesma
fase. Ja para os tratamentos advindos dos morfotipos amarelos, no que se refere aos patégenos
F. oxisporum e C. lindemunthianum todos os indices foram iguais ou muito proximos de zero,
sem diferencas estatisticas. Com relacdo ao Penicillium sp. houve grande variagdo nos indices
de incidéncia deste fungo, de modo que o menor percentual foi registrado no tratamento 6leo
7CH (7%) na fase de floracdo, de maneira que sendo este, um patdgeno de réapida
proliferacdo, valores proximos ou iguais a zero seriam ideais para evitar maiores
contaminacdes. Para as bactérias, os tratamentos que apresentaram 0s menores percentuais de
coldnias foram 6leo 12CH nas fases de folhas velhas (6%), que nédo diferiu de floracao (1,0%)
e frutificacdo (4,0%), 6leo puro em frutificacdo (3,5%), hidrolato 10% em folhas velhas (0%),
hidrolato 30% na fase de folhas velhas (12%) sem diferencas com a frutificagdo (11,5%) e
testemunhas com imersdo na fase de folhas velhas (4,67%) e sem imersdo (0%) na floragéo.
Quanto ao patégeno Fusarium solani, os tratamentos apresentaram 0s menores percentuais de
controle com indices variando entre os tratamentos 6leo 7CH na fase de folhas novas (2,0%) e
hidrolato 30% (5,33%) para a mesma fase. No que se refere ao patdgeno Rhizoctnia spp. ndo
foi observada nenhuma diferenca estatistica, sendo todos os valores iguais ou préximos de
zero. A. flavus teve maior controle com tratamentos 6leo 12CH, com menor indice em
frutificacdo (16,5%), hidrolato 10%, também em frutificacdo com 13,0% de incidéncia,
hidrolato 30%, folha novas (12,0%) e testemunha sem imersdo para as fases de floracdo
(10,5%) e frutificacdo (12,0%), ndo diferindo de folhas novas (5,33%). Houve grande
variacdo entre os tratamentos e as fases fenolégicas em que fora obtida o éleo essencial. Deste
modo, as diferencas entre os morfotipos amarelo e vermelho de P. cattleianum, bem como, as
diferencas entre as fases fenoldgicas e local de coleta, podem apresentar diferentes respostas
antifangicas nas sementes de feijdo.

Palavras-Chave: Agrohomeopatia, araca, atividade antimicrobiana, fases fenologicas.



ABSTRACT

ROCHA, C. H. Chemical characterization of essential oils of Psidium cattleianum and
their effect on seed health of Phaseolus vulgaris. 2019. 113f. Thesis (PhD in Plant
Production) - State University of Santa Catarina - UDESC, Center of Agroveterinarian
Science — CAV. Postgraduate Program in Plant Production, Lages, 2019.

Common bean (Phaseolus vulgaris) can be affected by numerous diseases throughout its
cycle, mainly caused by fungi and bacteria. Many of the disease-causing pathogens in
common beans can be transmitted and transported by seeds. The use of chemicals is one of
the main ways to control the major seed-associated pathogens. Aiming a more sustainable
production, with less damage to the environment and lower cost to the rural producer, the
objectives of this work were to characterize the compounds present in the essential oils of
Psidium cattleianum and their potential to control bean seed pathogens. The essential oils
were extracted from leaves, in the red and yellow morphotypes of P. cattleianum, from four
different locations, three in the municipality of Lages/SC and one in the municipality of Bom
Retiro/SC and in four different phenological phases the plant cycle. The extraction was
performed by the hydrodistillation method, and the essential oils and hydrolates stored in
bottles and refrigerated for later analysis, that were conducted using gas chromatography
coupled with mass spectrometry. The results of this experiment evaluated by the differences
in percentages between the phenological phases and their respective collection sites for the
two red and yellow morphotypes were separated by Principal Component Analysis (PCA).
After identification of the chemical compounds, the samples were used in phytosanitary
protection tests in bean seeds, however, previously the treatments were submitted to dilution,
following the protocol established by the Brazilian Homeopathic Pharmacopoeia. For the
health tests we used a completely randomized experimental design with 7 treatments and 8
replicates for each treatment. The experimental plot was 25 seeds in each petri dishes. The
treatments used were: T1) pure essential oil (30 pL); T2) 7CH essential oil; T3) 12CH
essential oil; T4) 10% hydrolate; T5) 30% hydrolate; T6) control with immersion in distilled
water; T7) control without immersion in distilled water. The seeds were submerged for 4
hours in their solutions and distributed in film-coated Petri dishes and conducted to
germination chamber for 7 days at 25° (+/- 2 ° C) and 12 hours light/dark photoperiod for
each. After seven days, the counting and identification of the fungal colonies on the seeds was
performed. Data were analyzed using the R environment at 5% significance. The analysis of
the chemical composition of the guava morphotypes characterized the presence of 32
chemical components in the red essential oil and 21 for the yellow one. The presence of
compounds such as o-felandrene, iso silvestrene, c-terpinene, (E) B-ocimene, 1,4-pentenyl
butyrate, terpinolene, gamma o-murulene, a-cadinene, 3,7 (11) -selinadiene, germacrene B
and o-eudesmol was possible only in the red morphotype. It was found that the chemical
profile and major compounds of the essential oils extracted from P. cattleianum leaves in the
red and yellow morphotype have variations, and the phenological phase and the place of
collection were also determining factors in the number of compounds found. Among the
major components, the red morphotype stood out for 1,8-cineol, a-pinene, a-eudesmol, (E) -
caryophyllene, p-cymene. While for the yellow morphotype there was a predominance of
mircene, valerianol, in addition to 1,8-cineol, a-pinene, (E)-caryophyllene. In the study, we



observed large variations in the incidence of pathogens in the treatments used from each
collection phase for both morphotypes. For the results obtained from the red morphotypes,
with respect to the pathogens Fusarium oxisporum and Colletotrichum lindemunthianum, no
statistical differences were observed between the phenological phases, except in the control
without immersion in which the phases of old leaves (2.5%) and fruiting (3.5%) presented the
highest rates. In the case of Penicillium sp. the lowest rates were observed in the hydrolate
treatment 30% in the fruiting phase (1%) and control with immersion in the young leaves
phase (0%). In bacteria, the fruiting phase was promising, in the treatments of 12CH oil, pure
oil and 30% hydrolate, the indices were zero. In the hydrolate 30% treatment, the phase of
new leaves also presented value equal to zero, as well as the controls with and without
immersion in this same phenological phase. For the Rhizoctonia spp. pathogen, no statistical
difference was observed in the phenological phases of each treatment. And for Aspergillus
flavus, the flowering phase showed the lowest rates of this pathogen with the treatments 7CH
oil (2.5%), 12CH oil (5.0%), 10% hydrolate (3.0%), 30% hydrolate (1). , 0%), control with
(2.0%) and without immersion (0%), but did not differ from the leaf phase for the 7CH oil
(4%) and control (0%) treatments. Pure oil had the lowest index (3.5%) in this same phase.
For the treatments derived from the yellow morphotypes, for the pathogens F. oxisporum and
C. lindemunthianum all indices were equal or very close to zero, without statistical
differences. With respect to Penicillium sp. there was great variation in the incidence rates of
this fungus, so that the lowest percentage was recorded in the 7CH oil treatment (7%) in the
flowering phase. For the bacteria, the treatments with the lowest percentages of colonies were
12CH oil in the leaves (6%), which did not differ from flowering (1.0%) and fruiting (4.0%),
pure fruiting oil (3.5%), hydrolate 10% in old leaves (0%), hydrolate 30% in the old leaves
phase (12%) without differences with fruiting (11.5%) and controls with immersion in the old
leaves phase (4.67%) and without immersion (0%) in flowering. As for the pathogen
Fusarium solani, the treatments presented the lowest control percentages with indices varying
between the treatments 7CH oil in the leaves (2.0%) and hydrolate 30% (5.33%) treatments
for the same phase. With regard to the pathogen Rhizoctnia spp. no statistical difference was
observed, all values being equal to or close to zero. A. flavus had better control with 12CH oil
treatments, with lower index in fruiting phase (16.5%), for hydrolate 10% in fruiting (13%),
in hydrolate 30% in new leaves (12.0). %), the control without immersion in the flowering
(10.5%) and fruiting (12.0%) phases, not differing from the new leaves (5.33%). There was
great variation between the treatments and the phenological phases in which the essential oil
was obtained. Thus, the differences between the yellow and red morphotypes of P.
cattleianum, as well as the differences between the phenological stages and collection site,
may present different antifungal responses in bean seeds.

Keywords: Agrohomeopathy, guava, antimicrobial activity, phenological phases.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil destaca-se como um dos paises de maior biodiversidade no mundo,
principalmente, pelas condigdes edafocliméticas e da grande amplitude de latitude (ALHO,
2012). A biodiversidade configura-se pela variedade de todas as formas de vida, desde
microrganismos a flora e fauna silvestre, que convivem em conjunto estrutural e funcional,
formando o ecossistema (ALHO, 2012). Considerando a diversidade vegetal estima-se que
somente no grupo das Angiospermas existam entre 30.000 a 35.000 espécies distribuidas no
Brasil (FORZZA et al., 2010). No grupo das Angiospermas, inimeras plantas contribuem
para a rica biodiversidade e pela fonte de espécies alimenticias, ornamentais e medicinais
(SILVA; RABELO; ENOQUE, 2015). A familia Myrtaceae destaca-se, no Brasil, por
apresentar mais de mil espécies distribuidas em 23 géneros (SOBRAL et al., 2017). Dos 23
géneros que compde a familia Myrtaceae, descritos até 0 momento, o género Psidium é um
importante representante em todos os biomas brasileiros, onde 43% sdo nativas do Brasil,
possuindo cerca de 150 espécies, composta por arbustos ou arvores produtoras de frutos
comestiveis (FRANZON et al., 2009). Na Regido Sul do Brasil, encontram-se Varios
representantes deste género, como Psidium cattleianum Sabine (araga comum ou aragazeiro);
P. incanescens Martins; P. grandifolium Martins (araca catuba); P. arboreum Vell (araca-
acu); e P. humile Vell., com as variedades grandifoluim e longipes (PIO CORREA, 1926).
Mattos (1978) cita ainda, Psidium lucidum var. pauciflora Cambess (araca-da-pedra), P.
lucidium Spreng, P. pubifolium Burr. e P. australe Cambess, todas conhecidas como
aracazeiro-do-campo. O mesmo autor faz referéncia a P. incanum Berg como aracga-cinzento.

No estado de Santa Catarina, destacam-se oito espécies nativas: Psidium cattleianum,
Psidium salutare, Psidium grandifolium, Psidium guajava, Psidium guineense, Psidium
longepetiolatum, Psidium ovale, Psidium australe (FLORA DO BRASIL, 2020). Muitos
destes recursos vegetais nativos sdo considerados de grande importancia, pelo potencial de
uso como fonte alternativa de renda para muitas familias (LISBOA; KINUPP; BARROS,
2011). Entretanto, a espécie Psidium cattleianum é a mais amplamente distribuida no estado
de Santa Catarina e dispbe-se de pouca informacdo sobre o potencial dos 6leos essenciais e
sua diferenciacdo entre os morfotipos encontrados de maior abundéncia, o vermelho e o

amarelo.
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1.1 Psidium cattleianum

A espécie nativa brasileira Psidium cattleainum, muito comum na regido Sul do Brasil,
€ comumente conhecido como aracazeiro ou araca e tem seu nome do tupi ara’as, ou do
guarani ara (céu) e aza (olho), que significa fruta com olhos ou olhos do céu (RASEIRA et
al., 2004; FRANZON et al., 2009). A fruta do aracazeiro é utilizada no consumo in natura ou
como suco, geleias e sorvetes. Muito suculenta, possui polpa doce e sub-acida com toque
apimentado, podendo ser incluida em diversas receitas culinarias. Sdo fontes de vitamina C,
minerais, acidos graxos, polissacarideos, compostos volateis, carotenoides e compostos
fendlicos, que auxiliam na regulacdo de nutrientes no organismo e conferem diferentes
funces bioldgicas (PEREIRA et al., 2018).

Estudos demonstram que P. cattleianum pode ser utilizado como medicinal para
manutencdo da salde. Scur et al. (2016) realizando experimento sobre as atividades
antimicrobianas e antioxidantes de 6leos essenciais e de extratos vegetais aquoso e etanolico
de P. cattleianum, apontam que o0 extrato aquoso e 0leos essenciais apresentaram atividade
antimicrobiana em bactérias Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus epidermidis, enquanto
em outras bactérias possuiam apenas acao inibitoria branda. Quanto a acdo antioxidante, 0s
autores descrevem que 0s extratos etanolico e aquosos apresentaram indice de sequestro
superior a 90%. Desse modo, extratos e 6leos essenciais podem ser utilizados para inibir o
crescimento de microrganismos e extratos vegetais apresentam atividade antioxidante.
Sangalli et al. (2018), avaliando a atividade antimicrobiana dos extratos foliares de P.
cattleianum combinados com hidroxido de célcio contra o biofilme de Enterococcus faecalis
e Candida albicans, demonstram reducdo significativa na carga microbiana de ambos o0s
biofilmes. Faleiro et al. (2016) apontam que a composicdo de metabdlitos secundarios, a baixa
toxicidade e a atividade antimicrobiana da espécie podem ser promissoras na busca e
desenvolvimento de novos farmacos. Outros estudos demonstram a utilizacdo da espécie
como antifangica (CASTRO et al.,, 2015), hepatoprotetor (PAULINO et al., 2019),
anticancerigeno (MEDINA et al., 2011; IM et al., 2012), analgésica (ALVARENGA et al.,
2013), antioxidante e citoprotetora (MOON et al., 2013) e em doencas das vias urinarias e
disenteria (BOSCOLO, 2013).

As atividades biologicas observadas em extratos de P. cattleianum estéo relacionadas
a constituintes bioquimicos. Chalannavar et al. (2012), utilizando cromatografia gasosa (GC)
e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) para analise dos

compostos do Oleo essencial da espécie, descrevem a presenca de Oxido de cariofileno
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(29,56%), Oxido de aloaromadendeno (6,82%), 12-oxabiciclo dodeca-3,7-dieno (5,85%) e 1H-
Cicloprop[e]azuleno (3,49%). Franco (2001) salienta, também, a presenca dos minerais de
calcio, fosforo e ferro, além de conter fibras e em sua casca o tanino, um polifendis rico em
propriedades antioxidantes. Além da utilizacdo medicinal, dos aracazeiros sdo aproveitados 0s
frutos e a madeira (BEZERRA et al., 2006). De acordo com Chalannavar et al. (2012), a alta
concentracdo de 6xido de cariofileno no 6leo essencial, também, sugere sua utilizagdo como
conservante natural em alimentos industriais. O consumo in natura e o cultivo dos frutos,
juntamente com a producédo artesanal e agroindustrial de alimentos, agrega valor aos produtos
vegetais priméarios e podem beneficiar muitas comunidades locais (BEZERRA et al. 2006).

A espécie P. cattleianum possui dois morfotipos, um de frutos amarelos (araca
amarelo) e outro de frutos vermelhos (araca vermelho). A fenologia do florescimento ocorre
em duas épocas principais, a primeira no final de setembro a outubro, e a segunda em
dezembro, podendo ocorrer em alguns anos uma terceira floragdo em margo (RASEIRA et al.,
2004). A maturagdo dos frutos ocorre entre outubro a margo (SOBRAL, 2003) (Figura 1).

Figura 1 — Morfotipos de Psidium cattleianum. A) Araca-vermelho; B) Araca-amarelo.

Fonte: Flora Digital do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina. Disponivel em:
<http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/>. Acesso em: 11 mar. 2019.

A espécie apresenta flores brancas, hermafroditas, com numerosos estames, e com
ovario infero, em geral com trés ou quatro loculos, geralmente com mais de 100 6vulos
(SANCHOTENE, 1989). Os grados de polen podem apresentar em formas distintas,
triangulares, arredondadas, ovais ou disformes (RASEIRA; RASEIRA, 1996). Nos frutos sdo
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encontrados entre 16 a 100 sementes, podendo variar pelo local de coleta e floragdo do ano
(SANCHOTENE, 1989).

Diferencas entre os dois morfotipos sdo a coloracdo dos frutos, anatomia das cascas e
organizacdo estrutural do caule (ROCHA et al., 2008). Os aromas sdo caracteristicos, sendo
determinado pela interacdo dos compostos volateis presente nos morfotipos, que ficam
evidentes pela presenca dos dleos essenciais (SIMOES; SPITZER, 2004; EGEA et al., 2014).
Diferencas quanto a composicdo de compostos fenolicos e acidos graxos e sua atividade
antioxidante foram encontradas por Biegelmeyer et al. (2011).

Entretanto, segundo Franzon (2004), ha escassez de trabalhos cientificos sobre a
fenologia de brotacdo, floracdo e frutificagdo dessa espécie, bem como, seus atributos de
constituintes bioquimicos. Desse modo, na pesquisa busca-se salientar as diferencas quanto
aos constituintes bioquimicos dos 0Oleos essenciais de ambos os morfotipos em Psidium
cattleianum, visto que a aplicacdo desses podera ser diferente, dependendo do objetivo na

agricultura.

1.2 Oleos essenciais

O uso de bleos volateis data de hd muito tempo, 3.500 a.C, onde sacerdotisas egipcias
gueimavam resinas aromaticas de plantas, como incenso em templos, com o objetivo de
limpar a mente (MOSS, 2006). Porém, o termo 6leo essencial s6 foi definido no século XVI
por Paracelso, médico e alquimista suico, de forma que o componente efetivo da droga foi
denominada de a “quinta esséncia” (EDRIS, 2007).

As plantas produzem grande diversidade de produtos quimicos que podem ser
classificados como metabdlitos primarios e secundarios. Os metab6litos primarios sao
compostos comuns em todas as plantas e estdo diretamente envolvidos no seu crescimento e
desenvolvimento, incluindo-se o0s aclcares, aminoacidos, &cidos graxos, lipideos e
nucleotideos, e moléculas maiores, sintetizadas a partir destes, como proteinas,
polissacarideos, membranas, DNA e RNA (TAIZ et al., 2014). Os metabdlitos secundarios,
por sua vez, sdo altamente especializados e desempenham um papel intermediario entre o
metabolismo primario e a interacdo dos organismos com seu ambiente (TAIZ et al., 2014). A
resposta de defesa da planta contra pragas e patdgenos é uma das interaces intermediarias e
de regulacdo das interacdes biologicas, incluindo a atracdo de polinizadores, moduladores da
resposta ao estresse abiotico. Nessa acdo estdo os grupos bioquimicos dos terpenos,

compostos fenolicos ou alcaldides (TAIZ et al., 2014). Se estes componentes apresentam
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atividade bioldgica, como antimicrobiano, anti-inflamatorio, antioxidante ou outro, entdo é
possivel gerar uma nova fonte de principios ativos para medicamentos ou alternativas em
substituicdo aos existentes no mercado (ZELLNER et al., 2010).

A producdo dos metabolitos secundéarios na planta é gerada a partir de um estimulo de
defesa em virtude de algum estresse ou sinal de perigo sofrido e que apresenta uma fungéo
muito especifica nas plantas, garantindo a sua perpetuacio e sobrevivéncia (SIMOES et al.,
2010). A partir desse processo, 0s metabolitos secundarios podem ser responsaveis por
diversas atividades biologicas mediadas por compostos farmacologicamente relevantes para
aplicacdo nos setores de alimentos, farmacéutica, agrondmica, cosmética, entre outros
(SIMOES et al., 2010). Esses metabolitos, geralmente, apresentam uma estrutura quimica
complexa com baixo peso molecular, baixa concentracdo e sdo especificos a determinados
grupos de plantas (BERG; LUBERT, 2008). Entre os principais grupos estdo os taninos,
flavondides, alcaldides, cumarinas, antraquinonas, 6leos essenciais e as saponinas (SIMOES
et al., 2010).

A composicdo quimica e o rendimento dos 6leos essenciais extraido de plantas podem
variar em funcdo das variagdes ambientais, geogréaficas, sazonais e circadianas (CERQUEIRA
et al., 2009). Gobbo-Neto e Lopes (2007) descrevem que uma mesma espécie botanica pode
sofrer alteragdes quanto aos metabolitos secundarios pelas condi¢des de coleta, estabilizacdo e
estocagem destas. Os 6leos sdo essenciais misturas complexas de substancias volateis e por
isso altamente volateis em sua estabilidade (MIRANDA et al., 2016). Sua principal
caracteristica sendo a volatilidade, diferem-se dos 6leos fixos, mistura de substancias
lipidicas, obtidos geralmente de sementes (SIMOES; SPITZER, 2004). Os 6leos essenciais
sdo utilizados para saborizar produtos alimenticios, empregados na higiene bucal, perfumaria
e produtos de limpeza. No entanto, os estudos aprofundam-se quanto a utilizacdo dos 6leos
nos diversos tratamentos para manutencdo da saude (AMARAL et al., 2018). Essa
importancia se da devido aos principais constituintes encontrados nos 6leos essenciais, tais
como o0s derivados terpénicos (monoterpenos, sesquiterpenos) e fenilpropanoides
(SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).

Nos Gltimos anos, pesquisas demonstram que os 6leos essenciais podem ser utilizados
na agricultura, principalmente para o controle de fitopatdgenos, sendo que esses podem
substituir o uso demasiado de agrotoxicos (RAMOS; ANDREANI JUNIOR; KOZUSNY-
ANDREANI, 2016). A eficiéncia destes é relatada em diversos trabalhos, que demonstram
que a acdo dos Oleos essenciais € eficiente e possui baixa ou nenhuma toxicidade ao meio
ambiente, visto que sdo biodegradaveis (MORAIS et al., 2009a; FONSECA et al., 2015).
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De acordo com Pavela e Benelli (2016), a utilizacdo destes ainda ndo é disseminada de
forma mais ampla, pois existem alguns entraves como: desenvolvimento de processos
eficientes de estabilizacdo; simplificacdo dos requisitos complexos e dispendiosos de
autorizacdo de biopesticidas; otimizacdo das condi¢cdes de crescimento das plantas para
extracdo de Oleos essenciais; e processos de extracdo que mantenham a composicao quimica
mais homogénea.

Nesse sentido, a utilizacdo da homeopatizacdo de 6leos essenciais mostra-se como
alternativa viavel por apresentar baixo custo aos agricultores, maior estabilizacdo destes e
menor risco de toxicidade (OLIVEIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017). No entanto,
poucos sdo o0s estudos que demonstram a eficiéncia desses por meio da técnica de
homeopatizagdo. A homeopatizacdo dos Oleos esséncias segue normativas descritas pela
Farmacopéia Homeopatia Brasileira (2011), que utiliza diretrizes baseadas nos preceitos da
homeopatia tradicional. Amparada pela Instrugdo Normativa n°® 17 de 2014, o uso de
preparados homeopéticos é recomendado para controle de doencas, insetos-pragas, bem
como, para o equilibrio fisiolégico das plantas (BRASIL, 2014). Na homeopatia, 0s
preparados sdo dinamizados, potencializados ou ultradiluidos e, portanto, podem ser
realizados em Oleos essenciais a fim de manter estabilidade e reduzir possiveis toxicidades
(TEIXEIRA; CARNEIRO, 2017).

Dentre as familias com grande potencial de extracdo de Oleos essenciais é a das
Myrtaceae. Muitos estudos mostram a capacidade de atuacao dos 6leos das diferentes espécies
para finalidades profilaticas e de tratamento em doencas agudas e crénicas. Espécies como a
Melaleuca alternifolia (HOMER et al., 2000), Eugenia dysenterica (GALHEIGO et al.,
2016), Eugenia hiemalis (ZATELLI et al., 2015), Myrcia splendens (SCALVENZI et al.,
2017), Eucalyptus spp. (GOODGER et al., 2016), Algrizea Minor (VERAS et al., 2019),
Syzygium lanceolatum (MUTHUMPERUMAL et al., 2016) e outras, apresentam potencial na
utilizacdo dos Oleos essenciais. O género Psidium compreende varias espécies com atividades
medicinais. Fazem parte dessas espécies, o Psidium laruotteanum (MEDEIROS et al., 2018),
Psidium friedrichsthalianum e Psidium guajava (GRANADOS-CHINCHILLA et al., 2016),
Psidium guineense (FIGUEIREDO et al., 2018) e Psidium cattleianum (SCUR et al., 2016).

No entanto, mesmo com inumeros publicacGes sobre a importancia e potencial de uso
dos oleos essenciais na familia das Myrtaceae, em especial ao género Psidium, poucas s&o 0s
estudos em espécies nativas de Psidium do Brasil. Bizzo, Hovell e Rezende (2009) descrevem
que a produgdo dos Oleos essenciais ndo atende & demanda exigida pelo mercado de

perfumaria nacional e internacional, que busca sempre novas esséncias. Da mesma forma,
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Cavaleiro (2007) aponta que a intensificacdo de estudos acerca dos Oleos essenciais de
espécies brasileiras pode suprir necessidades farmacéuticas encontradas atualmente no
mercado. Corroborando, Bandoni e Czepak (2008) descrevem que aproximadamente 65% do
mercado de esséncias vem de espécies cultivas, enquanto somente 1% é de espécie silvestre.
Assim, existe grande importancia em intensificar estudos da flora brasileira, visando a
identificacdo das espécies produtores de 6leos volateis (YUNES; CECHINEL FILHO, 2016).
Desse modo, 0 objetivo do trabalho de tese foi identificar a composicdo quimica de
Oleos essenciais de folhas dos morfotipos amarelo e vermelho de Psidium cattleianum,
oriundos de diferentes locais e coletados em diferentes fases fenoldgicas. Considerando a
importancia na aplicabilidade desses e possiveis a¢des no controle de fitopatdgenos, buscou-
se identificar o potencial dos 6leos essenciais homeopatizados na protecdo contra o ataque de

fungos durante a fase de germinacédo de sementes de feijao (Phaseolus vulgaris).
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2 CAPITULO 1 - COMPOSICAO QUIMICA DE OLEOS ESSENCIAIS OBTIDOS DE
FOLHAS DOS MORFOTIPOS VERMELHO E AMARELO DE
PSIDIUM CATTLEIANUM

2.1 RESUMO

O presente estudo tem por objetivo a caracterizagdo quimica, quantificacdo e a identificacao
de componentes majoritarios de Oleos essenciais oriundos de Psidium cattleianum
(aracazeiro). Os oOleos essenciais de aragazeiro foram extraidos de folhas coletadas nos
horarios entre 14:30 e 15:00 horas do periodo vespertino, a partir de dois diferentes
morfotipos, vermelho e amarelo da planta, advindos de quatro diferentes locais situados no
Municipio de Bom Retiro (comunidade de Campo Novo) e Lages (comunidade de Pedras
Brancas, bairro Morro Grande e Estacdo Experimental da Epagri), no periodo entre
28/07/2017 a 08/03/2018, considerando as fases fenoldgicas de folhas velhas /queda foliar
(FLV/QF), folhas novas/botdes florais (FLN/BF), floracéo e frutificacdo. Os 0Oleos essenciais
foram extraidos por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger, durante 02 horas
consecutivas, armazenados em frascos e acondicionadas em refrigeradores e apos
encaminhados as analises quimicas utilizando a cromatografia gasosa acoplado a
espectrometria de massas. A identificacdo dos constituintes quimicos foi feita atraves da
analise comparativa dos espectros de massas das substancias com o banco de dados do
sistema CG-MS e indice de Kovats. As diferencas em percentuais entre as fases fenoldgicas e
seus respectivos locais de coleta, foram separadas por meio da Anélise de Componentes
Principais (PCA) a 5% de significancia. Os resultados das analises mostraram que o perfil
quimico do morfotipo vermelho apresentou diferencas em relagdo ao morfotipo amarelo. De
maneira que o morfotipo vermelho apresentou 32 componentes distribuidos nos seguintes
grupos de terpenos: 10 monoterpenos ndo oxigenados, sendo que oS maiores percentuais
variaram entre as diferentes fases, com destaque para o local Epagri (35,4%) na fase de
FLN/BF; 4 monoterpenos oxigenados, com 0s maiores percentuais observados na fase de
FLV/QF, com destaque para Morro Grande (70,2%); 9 sesquiterpenos ndo oxigenados, com
variagdo entre seus percentuais, onde os maiores valores foram observados na frutificagéo,
nos locais Epagri (20,9%), Bom Retiro (20,9%) e Pedras Brancas (22,7%) e na fase de
FLN/BF para o local Morro Grande (29,4%); 6 sesquiterpenos oxigenados, com maiores
percentuais obtidos na fase de frutificacdo, destacando o local Epagri (24,7%), 1 éter (4,8%)
e 1 hidrocarboneto aromatico (33,4%), os quais foram observados apenas no local Morro
Grande, na fase fenoldgica de frutificacdo. O morfotipo amarelo apresentou 21 componentes,
dos quais 6 eram monoterpenos ndo oxigenados, com percentuais que variaram entre as
diferentes fases fenoldgicas, e maior concentracdo observada em Bom Retiro (46,98%) na
fase de FLV/QF; 4 monoterpenos oxigenados, maiores percentuais sendo observados na fase
de FLV/QF e destaque para o local Morro Grande (54,36%); 5 sesquiterpenos ndo
oxigenados, maiores valores foram registrados na fase de frutificagdo, com destaque para o
local Epagri (35,07%); 5 sesquiterpenos oxigenados, com trés locais de coleta contribuindo
para 0s maiores percentuais na fase de frutificacdo, com destaque para Bom Retiro (24,09%) e
1 hidrocarboneto aromatico, que apresentou no geral baixos percentuais, destacando a fase de
FLV/IQD com o local Bom Retiro (2,34%). O morfotipo vermelho apresentou como
componentes quimicos principais o 1,8-cineol com maiores percentuais foram registrados
durante a FLV/QF, com destaque paro o local Morro Grande (55,8%); a-pineno mostrou-se
em maiores concentracdes durante as coletas realizadas na fase de FLN/BF, destacando o
local Epagri (18,4%); as concentragfes de a-eudesmol tiveram maior influéncia da fase de
frutificacdo com maior percentual (8,8%) advindos de Bom Retiro, j& para o (E)-cariofileno, a
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fase de frutificacdo também foi representativa, sendo que 3 locais foram importantes nesta
fase, com maior percentual (10,9%) nas amostras coletadas na fase de FLN/BF no local
Morro Grande, e 0 p-cimeno que foi registrado somente no local Morro Grande nas fases de
FLN/BF (19%) e frutificacdo (33,4%), caracterizando a influéncia do local para este
componente quimico. Para as coletas realizadas a partir dos morfotipos amarelos o0s
compostos majoritarios encontrados foram, 1,8-cineol, com destaque para as coletas
realizadas na fase de FLV/QF, e maiores percentuais no local Morro Grande (45,48%); a-
pineno apresentou quantidade variavel entre locais e fases, com maiores percentuais
registrados em FLN/BF, para trés locais de coleta, sendo que o maior percentual foi na fase de
floracdo (31,83%) em Pedras Brancas; o (E)-cariofileno apresentou maiores percentuais na
fase de frutificacdo, destacando local Pedras Brancas (20,72%); o composto mirceno foi
variavel entre fases e locais, com expressiva concentragdo em Morro Grande (21,57%) na fase
de FLN/BF; valerianol, apresentou os maiores percentuais durante fase de frutificagéo,
advindos do local Bom Retiro (10,14%). A partir dos resultados observados, parece evidente
que os morfotipos, fases fenoldgicas e locais de coleta sdo fatores que influenciam na
caracterizacdo quimica e na quantificacdo dos componentes majoritarios dos 6leos essenciais
oriundos de folhas de Psidium cattleianum. Desta forma, € possivel programar as coletas em
funcdo das diferentes fases fenoldgicas e locais de coleta, de maneira que estas informacdes,
podem ser utilizados como estratégia de manejo de acordo com a substancia quimica de
interesse.
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2.2 INTRODUCAO

Espécies nativas do Brasil vem sendo amplamente estudadas por apresentarem
metabolitos secundarios que podem ser utilizados para diversos fins. Com alto potencial
nutracéutico e maior diversidade de espécie de ocorréncia no sul do pais, a familia Myrtaceae
¢ conhecida por agrupar espécies muito aromaticas e por possuirem frutos saborosos
(CERQUEIRA et al., 2009; SIMOES; SPITZER, 2010; BERNARDES et al., 2017).
Representante expressivo dessa familia, o género Psidium destaca-se pela capacidade de atuar
como antimicrobiano (ISSA; TALIB; HABASH, 2016), antifiungico (MORAIS-BRAGA et
al., 2017) e antioxidante (FLORES et al., 2015).

No género Psidium, a espécie Psidium cattleianum € reportado por possuir 6leos
essenciais que sdo extraidos das folhas (SCUR et al., 2016). Comumente conhecido como
araca ou aragazeiro, é encontrado nas zonas temperadas do Brasil, em especial na regido sul
(FRANZON et al., 2009). Estudos tem mostrado a importancia da espécie, pois esta apresenta
constituintes quimicos funcionais e possui potencial nutracéutico e terapéutico (MEDINA et
al., 2011). Difere-se por possuir dois morfotipos, um de frutos amarelos (aracd amarelo) e
outro de frutos vermelhos (aracd vermelho) (RASEIRA et al., 2004), sendo que estes podem
apresentar diferengas quanto a presenca dos compostos fendlicos e acidos graxos, bem como,
na capacidade antioxidante (BIEGELMEYER et al., 2011). No entanto, mesmo sendo
utilizado na culinaria ou pelas acBes terapéuticas que possui, poucos sdo os estudos que
demonstram os compostos fendlicos ou metabolitos volateis presentes nos 6leos essenciais da
espécie (MARQUES et al., 2008).

Oleos essenciais sd0 metabolitos secundarios com composicdo complexa de
substancias lipofilicas e sua principal caracteristica é a volatilidade (OUSSALAH et al., 2007;
SIMOES; SPITZER, 2010). A composicdo quimica e o rendimento dos 6leos podem variar
em funcdo diferentes estruturas da planta, das condi¢des ambientais e geograficas onde
localizam-se as plantas e das circunstancias sazonais e circadianas no momento da coleta da
matéria prima (CERQUEIRA et al., 2009; GOBBO-NETO; LOPES, 2007). De acordo com
Morais (2009b) tomar o cuidado com esses aspectos garante a qualidade dos 6leos essenciais,
pois consequentemente, afetard os compostos presentes nos 6leos e os resultados de
tratamentos e testes biologicos sobre patdgenos ou fitopatdgenos que podem ser alterados.

Desta forma, se torna importante a pesquisa da quimiotaxonomia ou estudo
fitoquimico em plantas, ou seja, a investigagdo dos compostos quimicos presentes nas plantas,

sua relacdo e a predominancia de compostos na espécie. Neste sentido, € necessario que se
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faca a padronizacdo das épocas de colheita, das partes da planta que serdo colhidas para
extracdo dos 6leos volateis e das formas de cultivo das plantas alvo, que devem ser sob as
mesmas condi¢cGes ambientais, de forma a auxiliar na identificacdo de variedades e morfotipos
que apresentam diferencas na sua composicdo quimica (Castro et al., 2004b; Klein et al.,
2009; Silva et al., 2010). Manter um rigor nas coletas, se faz necessario uma vez que
condi¢bes ambientais de cultivo e a época de colheita (estagio da planta) podem interferir na
composicao e quantificacdo dos 6leos essenciais produzidos (Barbosa et al., 2007; Demuner
etal., 2011; Martins et al., 2006).

Por serem extraidos de plantas, os 6leos essenciais sdo naturais e biodegradaveis e na
maioria das vezes, apresentam baixa toxicidade, o que possibilita seu uso para diversos fins.
Oleos essenciais do tipo flavorizantes sdo utilizados na fabricacdo de perfumes, cosméticos e
para fins medicinais (FIGUEIREDO et al., 2008).

Dentre 0s compostos presentes nos 6leos essenciais, 0s terpenos sao a principal classe
encontrada (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA NOVALES, 2012), constituem a maior
classe de produtos naturais e sdo considerados 0s recursos mais importantes para a indudstria
farmacéutica, alimenticia e cosmética (LIMA et al., 2016). Esses compostos atuam como
antioxidante, antibacteriano, citotoxico e antifangico (SHRINIWAS; SUBHASH, 2017
BOUND; MURTHY; SRINIVAS, 2016). Para o grupo dos terpenos, 0s principais
encontrados sdo 0s monoterpenos (duas unidades de isopropeno) e sesquiterpenos (trés
unidades de isopropeno), sendo que estes representam a classe com maior gama de atividades
bioldgicas (CHIZZOLA, 2013). Muitas espécies da familia Myrtaceae sdo fundamentais para
diversas areas industriais, visto que essas possuem alta concentracdo desses terpenos,
encontrados majoritariamente nas folhas, no entanto, diferindo-se em maior e menor grau
dependendo da espécie em que fora retirado o 6leo essencial (PADOVAN et al., 2014).

Estudos investigando a composicdo do Gleo essencial do P. cattleianum mostram
disparidades, tendo em vista as diferentes condi¢cbes em que sdo cultivadas, bem como a
variedade da espécie. Chalannavar et al. (2013) descrevem que P. cattleianum var. lucidum €
cultivado na Africa do Sul e a identificagdo através da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/MS) mostrou 53 componentes quimicos, representando 61% do
0leo essencial. Os principais compostos encontrados pelos autores foram éxido de cariofileno
(12,43%), biciclo (4,4.0) dec-l-eno (6,61%), diacetato de 2,3-butanodiol (4,84%) e
patchouleno (4,73%).

Em pesquisa de Marques et al. (2008), utilizando 6leo essencial a partir de folhas de P.

cattleianum Sabine, coletadas na Mata Atlantica no Sudeste do Brasil, mostram que através de
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GC e GC/MS detectou-se a-thujene (25,2%), 1,8-cineole (16,4%) e B-cariofileno (10,2%).
Paroul et al. (2007), utilizando também GC/MS, reportaram os principais grupos funcionais
de P. cattleianum tipo aracd-amarelo com sesquiterpenos (63%), sesquiterpenos oxigenados
(15,1%), monoterpenos oxigenados (12,5%) e as substancias majoritarias foram o 1,8-cineol
(11,9%) e o trans-cariofileno (20,2%).

Tendo em vista as diferencas encontradas por demais autores em relagdo a composicao
quimica de Psidium cattleianum, o objetivo desta pesquisa foi determinar a composicao de
compostos presentes nos 0leos volateis extraidos das folhas de Psidium cattleianum, em seus
morfotipos amarelo e vermelho em diferentes fases fenoldgicas e de diferentes locais de

cultivo.

2.3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Homeopatia e Saude Vegetal na Estacdo
Experimental da Epagri — Lages/SC com apoio do Laboratério Interdisciplinar de Estudos
com Produtos Naturais da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Curitibanos/SC.

O trabalho foi conduzido em trés etapas assim determinadas:

1- Coletas de amostras de folhas de Psidium cattleianum dos morfotipos amarelo e
vermelho em diferentes estadios fenoldgicos e quatro locais, sendo dois localizados na
area urbana do Municipio de Lages e dois locais em area rural, sendo um no
Municipio de Lages e outro em Bom Retiro, apresentando diferentes altitudes,
pluviosidade e temperaturas médias.

2- Extracfes dos Gleos essenciais e hidrolatos por hidrodestilacdo, utilizando o aparelho
denominado Clevenger;

3- ldentificacdo e quantificacdo dos componentes volateis dos 6leos através de técnicas
em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, caracterizando 0s
grupos funcionais dos 6leos essenciais, a cada fase fenoldgica das plantas e local de
coleta.

2.3.1 Coleta das folhas de aracazeiro

Para extragcdo dos Oleos essenciais foram utilizadas as folhas de plantas de Psidium

cattleianum localizadas em quatro diferentes e em quatro diferentes fases de estagio
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fenoldgoco desta planta. As coletas foram realizadas na safra 2017/2018 e os pontos onde
foram realizadas as coletas foram georeferenciados (Figura 2).

As plantas originadas do Municipio de Bom Retiro, Morro Grande e Pedras Brancas
foram plantadas ente os anos de 2012 e 2013, portanto com idade variando entre 6 a 7 anos.

As plantas localizadas na Estacdo Experimental da Epagri possuem idade entre

Figura 2 — Locais de coletas de amostras de folhas de Psidium cattleianum, morfotipo amarelo
e vermelho, 2017/18.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

No local de coleta localizado na comunidade de Campo Novo, em Bom Retiro os
acessos dos dois morfotipos vermelho e amarelo estavam inseridos em sistema agroflorestal.
A area possui altitude de 865 metros, coordenadas de 27°50°04” latitude sul e 49°32°09” de
longitude oeste. O clima do municipio é quente e temperado, com temperatura média anual de
16,2 °C e 1586 mm de pluviosidade média anual (KOPPEN; GEIGER, 1928).

O segundo local foi numa propriedade na comunidade de Pedras Brancas, Lages/SC,
onde os aragazeiros estavam inseridos em sistema agroflorestal. Nesse local a altitude é de

882 m, coordenadas geograficas de 27°51'52" sul e 50°12'41" oeste. O clima é quente e
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temperado, com temperatura média anual de 16.6 °C e 1383 mm de pluviosidade média anual
(KOPPEN; GEIGER, 1928).

O terceiro local de coleta foi em propriedade localizada no perimetro urbano de
Lages/SC, com coordenadas de 27°49°53,4” sul e 50°19°32,5” oeste, em altitude de 969
metros, em quintal florestal com espécies arbdreas nativas. Neste local o clima é quente e
temperado, com temperatura média anual de 16,6 °C e pluviosidade média anual de 1441 mm
(KOPPEN; GEIGER, 1928).

O quarto local de coleta foi na Estacdo Experimental da Epagri de Lages, com
coordenadas de 27°49°53,4” sul e 50°19°32,5” oeste, com as mesmas caracteristicas de
temperatura do terceiro local de coleta.

Em cada local de coleta as plantas de aracazeiro foram identificadas de forma que a
coleta das folhas, nas diferentes fases fenologicas, fosse realizada sempre da mesma planta. A
cada visita periddica utilizou-se uma planilha constando dados como data da coleta, morfotipo
e fases fenoldgicas. Adicionalmente, registrou-se as coordenadas geogréficas e registro
fotografico das respectivas fases fenoldgica (Tabelal) (Figura 3).

As datas de coletas foram estabelecidas de acordo com as fases fenoldgicas de cada
planta do respectivo local, respeitando as diferencas entre as fases fenoldgicas de cada local
de origem. Todas as coletas foram realizadas nos horarios entre 14:30h e 15:00h,

estabelecidas em funcéo de ajustes necessarios a logistica e estrutura para coleta (Tabela 1).
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Tabela 1 — Cronograma das coletas nas diferentes fases fonoldgicas, morfotipos e locais das
amostras de folhas de Psidium cattleianum.

Fase fenoldgica Morfotipo Data de coleta Local
LFLVI/QF Amarelo 28/07/17 Epagri
FLV/QF Vermelho 31/07/17 Epagri
FLV/QF Amarelo 02/08/17 Morro Grande
FLV/QF Vermelho 08/08/17 Morro Grande
FLV/QF Amarelo 09/08/17 Pedras Brancas
FLV/QF Vermelho 09/08/17 Pedras Brancas
FLV/QF Amarelo 20/08/17 Bom Retiro
FLV/QF Vermelho 20/08/17 Bom Retiro
2FLN/BF Vermelho 23/10/17 Epagri
FLN/BF Amarelo 24/10/17 Epagri
FLN/BF Vermelho 26/10/17 Morro Grande
FLN/BF Amarelo 27/10/17 Morro Grande
FLN/BF Vermelho 05/11/17 Bom Retiro
FLN/BF Amarelo 05/11/17 Bom Retiro
FLN/BF Amarelo 12/11/17 Pedras Brancas
FLN/BF Vermelho 12/11/17 Pedras Brancas
SFLO Vermelho 27/11/17 Morro Grande
FLO Amarelo 05/12/17 Morro Grande
FLO Vermelho 03/12/17 Bom Retiro
FLO Amarelo 03/12/17 Bom Retiro
FLO Amarelo 07/12/17 Epagri
FLO Vermelho 11/12/17 Epagri
FLO Amarelo 11/12/17 Pedras Brancas
FLO Vermelho 11/12/17 Pedras Brancas
4FRUT Vermelho 06/02/18 Morro Grande
FRUT Amarelo 08/02/18 Morro Grande
FRUT Vermelho 15/02/18 Epagri
FRUT Amarelo 01/03/18 Epagri
FRUT Vermelho 18/02/18 Bom Retiro
FRUT Amarelo 18/02/18 Bom Retiro
FRUT Vermelho 08/03/18 Pedras Brancas
FRUT Amarelo 08/03/18 Pedras Brancas

LFLV - folhas velhas ou copa completa; QF — queda de folhas ou arvores/senescéncia; 2 FLN — folhas novas ou
brotacdo; BF — botdo floral; *FLO — floragdo; 4 FRUT — frutificac&o.
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Figura 3 — Registro das fases fenoldgicas da espécie Psidium cattleianum. A) Copa completa

e inicio de senescéncia; B) Folhas novas; C) Floracao; D) Frutificacdo. Localidade
de Pedras Brancas, Lages, SC, 2017.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

2.3.2 Extragdes de 6leos essenciais das folhas de aragazeiro

Apbs a coleta, as folhas de Psidium cattleianum foram acondicionadas em caixas
térmicas para transporte e encaminhadas ainda frescas para extracdo dos 6leos essenciais. A
extracdo foi realizada através do método de hidrodestilacdo, utilizando o equipamento
laboratorial Clevenger, capacidade interna de 5 L, adequado para extragdo de pequenas

quantidades (Figura 4).
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Figura 4 — Equipamento Clevenger utilizado para o processo de hidrodestilacdo de 6leo

essencial de folhas de aragazeiro.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

O material vegetal coletado (folhas) foi selecionado e higienizado em agua corrente,
retirando o excesso de dgua sobre uma camada de papel absorvente e em seguida as folhas
foram picadas em tamanhos em torno de 3 cm. A massa de folhas variou entre 230,009 a
300,00g, conforme o melhor acomodamento do material dentro da dorna do destilador. Na
técnica, a dgua quente rompe os vactolos que contém o 6leo e faz o arraste deste até o
condensador. No condensador ocorre a troca de calor, fazendo com que tanto o 6leo como a
agua retornem para o estado liquido.

Todas as extracdes foram realizadas durante um periodo de 2 horas, tempo
determinado a partir de teste piloto. No processo de extracdo, obtinha-se média 900 ml de
hidrolato sujo (com as folhas) e 100 ml de hidrolato (limpo) por ciclo. Para cada espécie

foram feitas quatro repeticGes, considerando os locais de coleta.

2.3.3 Anélises quimicas dos 6leos essenciais de aragazeiro

As analises quimicas do componentes dos 6leos essenciais foram realizadas pelo
método de cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa (CG-MS). As analises
foram realizadas no Laboratorio Multiusuario de Analises Instrumentais (LAMAI) na
Universidade Federal de Santa Catarina — Campus de Curitibanos. Para as analises, 20 pL de

amostra dos oleos foi dissolvida em 1,0 mL hexano as quais foram injetadas (I pL) em
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cromatdgrafo gasoso Agilent (Agilent 7890A) equipado com espectrdmetro de massas (MS
5975C) e injetor automéatico Combipal (GC sampler 80). Foi utilizada coluna capilar DB-5
(30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) com fluxo de gas Hélio de 1,0 ml min-1. Para a separacéao
cromatografica, foi utilizado programa de temperatura de 60 °C até 280 °C a uma taxa de 4 °C
por minuto. A temperatura do injetor e da interface foram ajustadas para 300 °C. A fonte de
ions foi mantida em 230 °C e os espectros foram obtidos por impacto de elétrons (IE) a 70 eV.

Para determinacdo da porcentagem relativa, os picos foram integrados manualmente
em software G1701EA GC/MSD Chemstation. A identificacdo dos componentes foi realizada
através da andlise comparativa dos espectros de massas referente a cada pico com 0s espectros
de massas de padrdes auténticos e do indice de Kovats para cada substancia (ADAMS, 2011).
Os indices de retencdo de Kovats foram obtidos através da injecdo de uma mistura de n-
alcanos (C7-C32; Sigma Aldrich) sob as mesmas condicGes utilizadas para o éleo essencial,
aplicando-se a equacdo de Van den Dool e Kratz (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963).

A composicdo quimica dos 06leos essenciais foi analisada em separado pelo morfotipo
vermelho ou amarelo, local de coleta e fase fenoldgica. Para o morfotipo vermelho
determinou-se 0s grupos de monoterpeno ndo oxigenado, monoterpeno oxigenado,
sesquiterpeno ndo oxigenado, sesquiterpeno oxigenado, éster e hidrocarboneto aromaético e

para 0 amarelo todos os grupos citados anteriormente, com excec¢do do éster.

2.3.4 Andlise de Dados

Os dados foram sumebmetidos a Analise de Componentes Principais (PCA) de forma
que novas variaveis foram geradas por meio de uma combinacdo linear das variaveis
originais. Essa técnica multivariada tem o objetivo reproduzir a informacao contida nas varias
variaveis originais, utilizando um conjunto menor de varidveis (componentes) com perda
minima de informacdo.

A transformacédo para um subespaco n-dimensional foi realizada com o software “R”,
escolhendo-se 0s n componentes principais. As vantagens da utilizagdo desta tecnica de
processamento de dados multivariados séo: (a) Exploragéo eficiente da base de dados; (b)
Visualizacdo; (c) Reducdo dos dados; (d) Geragdo de hipéteses para agrupamentos de novas
variaveis (SANCEVERO, 2008).
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados serdo apresentados inicialmente o perfil completo dos morfotipos
vermelho e amarelo, os compostos majoritarios encontrados nestes e 0s principais grupos de
terpenos presentes nos Oleos essenciais extraidos de folhas de Psidium cattleainum, oriundos

de quatro diferentes locais de coleta e quatro estagio fenoldgico diferentes.

2.4.1 Composigdo quimica do 6leo essencial de aragazeiro

Para o morfotipo vermelho identificou-se no total 32 compostos quimicos, distribuidos
em 10 compostos monoterpénicos ndo oxigenados, 4 monoterpénicos oxigenados, 9
sesquiterpenos ndo oxigenados, 6 sesquiterpenos oxigenados, 1 éter e 1 hidrocarboneto
aromatico (Figura 5).

Figura 5 — Espectro de Cromatdgrafo Gasoso acoplado a espectrometria de massas (GC-MS)

do bleo essencial de Psidium cattleianum, morfotipo vermelho.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Os compostos detectados no morfotipo amarelo (21) foram distribuidos em 6
monoterpénicos ndo oxigenados, 4 monoterpénicos oxigenados, 5 sesquiterpenos nao

oxigenados, 5 sesquiterpenos oxigenados e 1 hidrocarboneto aromaticos (Figura 6).
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Figura 6 — Espectro de Cromatografo Gasoso acoplado a espectrometria de massas (GC-MS)

do 6leo essencial de Psidium cattleianum, morfotipo amarelo.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

A presenga dos compostos foi detectada em maiores e menores quantidades,
dependendo dos locais de coleta das amostras e das fases fenoldgicas em que se encontravam.
No entanto, a deteccdo dos compostos a-felandreno, iso silvestreno, o-terpineno, (E) -
ocimeno, butirato 1,4-pentenila, terpinoleno, gama o-muruleno, a-cadineno, 3,7(11)-
selinadieno, germacreno B e o-eudesmol foi possivel somente no morfotipo vermelho.
Inferindo assim, que existem diferencas quanto a composicdo quimica entre os dois
morfotipos. De acordo com Rocha et al. (2008), a diferenca entre os morfotipos amarelo e
vermelho ndo é vista somente nos compostos quimicos encontrados, como foi realizado nesta
pesquisa. Rocha e colaboradores verificando a analise comparativa da organizacéo estrutural
dos tecidos que compdem a casca caulinar de P. cattleianum. Os mesmos autores relatam
diferencas na epiderme, arranjo das células parenquimaticas e na organizacdo do floema
capsulado. Do mesmo modo, Pereira et al. (2017) apresentam que os frutos dos morfotipos de
aracd apresentam diferengas quantificaveis em relacdo aos compostos encontrados. Esses
autores descrevem que frutos de aragd vermelho apresentam maior concentragdo de
antocianinas, compostos fendlicos e atividade antioxidante total em comparacao aos frutos do

araca amarelo, corroborando os dados encontrados nesta pesquisa.
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Estudos demonstram que a espécie possui distingbes quantos aos nUmeros
cromossOmicos, variando desde 2n= 44, 55, 66, 77 a 88, 0 que pode acarretar diferencas
significativas na espécie (MACHADO, 2016). O autor ainda descreve que os morfotipos
amarelo e vermelho ndo se distinguem pelo nivel de ploidia, mas as adaptacdes da espécie sao
consideravelmente distintas. O morfotipo vermelho tende a se distribuir nas regides de maior
altitude em comparacdo ao morfotipo amarelo. Esse fator esta ligado a tendéncia dos niveis de
ploidia em se adaptar as condi¢fes ambientais mais adversas, como maior incidéncia de
radiacdo solar, temperaturas mais altas e menor precipitagéo.

Os compostos quimicos detectados nos Gleos essenciais de P. cattleianum para o
morfotipo vermelho estdo divididos nos grupos terpénicos: monoterpenos, sesquiterpenos,

compostos aromatico e éster (Tabela 2).

Tabela 2 — Compostos quimicos separados por classes terpénicas de 6leo essencial de Psidium
cattleianum, morfotipo vermelho.

Compostos
Monoterpenos Sesquiterpenos Composto Ester
aromatico
Oxigenados Né&o Oxigenado Né&o
oxigenados oxigenados
1,8-cineol o pineno E-cariofileno (E)-nerolidol  p-cimeno Butirato .1’4 )
pentenila
linalol B-pineno a-humuleno globulol
4-terpineol mirceno o-muuruleno  1-epi-cubenol
a-terpineol a-felandreno B-selineno a-murolol
iso silvestreno a-selineno a-eudesmol
limoneno A-cadineno valerianol
(Z) p-ocimeno a-cadineno
. 3,7 (11) -
(E) B-ocimeno selinadieno
o-terpineno germacreno B
terpinoleno

No morfotipo amarelo, ndo foram encontrados os compostos o-felandreno, iso
silvestreno, (E) B- ocimeno e terpinoleno no grupo de monoterpenos ndo oxigenados; no
grupo dos sesquiterpenos ndo oxigenados ndo detectou-se o-muuruleno, a-cadineno, 3,7 (11) -
selinadieno e germacreno B; no sesquiterpenos oxigenados néo identificou-se o composto a-
eudesmol (Tabela 3).
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Tabela 3 - Compostos quimicos separados por classes terpénicas de 6leo essencial de Psidium

cattleianum, morfotipo amarelo.

Compostos
Monoterpenos Sesquiterpenos Composto Ester
aromatico

Oxigenados Né&o Oxigenado Né&o

oxigenados oxigenados
1,8-cineol o pineno E-cariofileno (E)-nerolidol  p-cimeno Butirato 1,4 -

pentenila
linalol B- pineno a-humuleno globulol
4-terpineol Mirceno 1-epi-cubenol
a-terpineol limoneno B-selineno a-murolol
(Z) p-ocimeno a-selineno
o-terpineno A-cadineno valerianol

Na classe dos terpenos, 0s monoterpenos séo relatados principalmente com atividades
antimicrobianas (KIFER; MUZINIC; KLARIC, 2016; MARCHESE et al., 2017), antifingicas
(WANG et al., 2017; ZHOU et al., 2019) e antiviral (ZAMORA et al., 2016). Do mesmo
modo, autores retratam a importancia dos sesquiterpenos como anticancerigeno, antioxidante,
antimicrobiano (DAHHAM et al., 2015), antiviral e antifungico (LOPES et al., 2018).

De acordo com Farkas e Mohécsi-Farkas (2014), os monoterpenos e sesquiterpenos
sdo estruturas terpénicas que apresentam alta volatilidade e grande importancia para
fabricacdo de produtos naturais, principalmente pelo aroma que secretam de frutas, ervas
aromaticas, especiarias e condimentos. A sintese dos monoterpenos ocorre através da
polimerizacdo do mevalonato, que € transformado em isopentil-pirofosfato e seu isdbmero
dimetilatil-pirofosfato. Os sesquiterpenos sdo formados pela ligacdo das moléculas que
formaram o monoterpenos a trans-geranil-pirofosfato e isopentil-pirofosfato (SANTOS,
2004).

Os monoterpenos e sesquiterpenos podem ser divididos em oxigenados e nao
oxigenados. Os compostos oxigenados desempenham um papel muito importante nos 6leos
essenciais e frequentemente sdo responsaveis pelas principais atividades biolégicas
encontradas. Entretanto, a quantidade dos compostos oxigenados pode variar de acordo com 0
método de extracdo dos 6leos utilizado (AMORATI et al., 2013; FERREIRA et al., 2017). Os
compostos ndo oxigenados, assim como 0s oxigenados, também influenciaram sobre efeitos
encontrados nos compostos dos 0leos essenciais. A conformacdo das moléeculas, ciclicas ou
aciclicas, dentro dos grupos monoterpenos e sesquiterpenos (oxigenados e ndo oxigenados)

variam da planta, da época e local de coleta (OLIVEIRA et al., 2018).


https://www.mdpi.com/search?authors=Anna%20Marchese&orcid=0000-0002-3188-3518

44

No estudo, verificou-se a diferenca na presenca desses compostos entre os morfotipos
amarelo e vermelho, no entanto, todos os compostos presentes no morfotipo amarelo
apresentavam-se também no vermelho. Quanto a estrutura quimica desses, sdo inumeras

diferencas encontradas (Figura 7).

Figura 7 — Compostos quimicos presentes em 0Oleos essenciais de Psidium cattleianum
divididos nos grupos monoterpenos e sesquiterpenos (oxigenados e ndo

oxigenados).
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OH
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Autor: Elaborado pelo autor, 2019.
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Verificou-se a presenca do composto aromatico p-cimeno nos 6leos essenciais dos
dois morfotipos de P. cattleianum. O composto é relatado em diversas espécies da familia das
Myrtaceae (HNAWIA et al., 2012; MEDEIROS et al., 2015; BUSTOS-SEGURA, 2017)
(Figura 8).

Figura 8 - Compostos quimicos presentes em 6leos essenciais de Psidium cattleianum no

grupo de composto aromatico e éster.

Composto aromatico Ester
H3C CHs

\/\n/ B S

CHs Butirato 1,4-pentenila

p-cimeno

Autor: Elaborado pelo autor, 2019.

Compostos aromaticos presentes em 0Oleos essenciais sdo derivados de fenilpropano
(mistura de aldeidos, alcoois, fendis, derivados metdxi e compostos metilnodioxi) (NERIO;
OLIVERO-VERBEL; STANSHENKO, 2010). Os compostos aromaticos sao 0s principais
responsaveis pela aromatizacdo dos 6leos essenciais, sendo muito importantes para a industria
de perfumaria e cosmética (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). Esses compostos
apresentam estrutura ciclica e possuem funcbes bioquimicas importantes (HUIZA et al.,
2017).

O éster butirato 1,4-pentenila foi detectado nos morfotipos vermelho e amarelo dos
Oleos de P. cattleianum. Os ésteres sdo muito importantes nos 6leos essenciais e possuem
propriedades aromaticos, sendo que podem ser sintetizados por diversos mecanismos. Alguns
apresentam propriedades antibidticas e inseticidas, e ndo possuem toxicidade para humanos.
Assim, sdo empregados como aditivos na industria de alimentos, cosméticos e suplementos
médicos (PAROUL, 2011).
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2.4.2 Componentes quimicos majoritarios em o6leos de aragazeiro

Verificou-se que o perfil quimico e os compostos majoritarios dos 6leos essenciais
extraidos das folhas de P. cattleianum no morfotipo vermelho e amarelo possuem variacdes,
sendo que a fase fenoldgica e o local de coleta também foram fatores determinantes na
quantidade de compostos encontrados. No morfotipo vermelho, os compostos quimicos

principais foram o 1,8-cineol, a-pineno, a-eudesmol, (E)-cariofileno, p-cimeno (Figura 9).

Figura 9 — Compostos majoritarios encontrados em plantas de Psidium cattleianum, morfotipo

vermelho, em diferentes locais e fases fenoldgicas.
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*L1F1 — Estacdo Experimental da Epagri, folhas velhas e queda foliar; L1F2 — Estacdo Experimental da Epagri,
folhas novas e bot6es florais; L1F3 — Estaco Experimental da Epagri, floracdo; L1F4 — Estacdo Experimental da
Epagri, frutificacdo; L2F1 — Morro Grande, folhas velhas e queda foliar; L2F2 — Morro Grande, folhas novas e
botdes florais; L2F3 — Morro Grande, floracdo; L2F4 — Morro Grande, frutificagdo; L3F1 — Bom Retiro, folhas
velhas e queda foliar; L3F2 — Bom Retiro, folhas novas e botdes florais; L3F3 — Bom Retiro, floracdo; L3F4 —
Bom Retiro, frutificagho; L4F1 — Pedras Brancas, folhas velhas e queda foliar; LAF2 — Pedras Brancas, folhas
novas e bot6es florais; L4F4 — Pedras Brancas, frutificacéo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Os dados de compostos majoritarios foram considerados a partir dos compostos
identificados durante todas as fases fenologicas e quantidade detectada no Cromatografo
Gasoso acoplado a espectrometria de massas (GC-MS). A fase fenoldgica de floragdo em
coleta do Morro Grande ndo foi demonstrada no grafico, pois a quantidade de 6leo essencial
obtida ndo foi suficiente para realizacdo da amostra. O composto quimico 1,8-cineol,

comumente conhecido como eucaliptol, foi identificado em maior quantidade em comparacao
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aos demais compostos majoritérios, presentes no Morro Grande (55,8%), Pedras Brancas
(47,9%), Bom Retiro (45,2%) e Epagri (40,4%), sendo todos esses detectados em maior
quantidade durante a fase de folhas velhas e queda foliar. O 1,8-cineol é relatado por possuir
efeito anti-inflamatério, antioxidante (ZHAO et al., 2014), antiviral (LI et al., 2016), e
antibactericida (MOGHIMI; ALIAHMADI; RAFATI, 2017). Na familia das Myrtaceae
muitas espécies sdo relatadas com altos niveis de 1,8-cineol, sendo assim, uma caracteristica
marcante e com potencial de wuso farmacologico (STEFANELLO et al.,, 2009;
STEFANELLO; PASCOAL,; SALVADOR, 2011; MONTEIRO et al., 2013).

O composto a-pineno foi encontrado em maior quantidade na Estagédo Experimental da
Epagri (18,4%), Pedras Brancas (15,0%), Bom Retiro (12,5%) e Morro Grande (11,5%), na
fase de folhas novas e botdes florais, caracterizando a influéncia desta fase fenoldgica para
producdo de maiores percentuais deste composto. O a-pineno € considerado 0 monoterpeno
mais abundante presente em plantas (ZHANG et al., 2015). Possui atividade antioxidante,
anticancerigeno, genotoxico (AYDIN; TURKEZ; GEYKOGLU, 2013), anti-inflamatorio,
condroprotetor (RUFINO et al., 2014), atividade citotoxica e antiparasitaria (SOBRAL-
SOUZA, 2014). Possui capacidade de atuar como larvicida ecologicamente correto contra
vetores de maldria, dengue, mosquitos da encefalite japonesa (GOVINDARAJAN et al.,
2016), bem como, anti-Leishmania (RODRIGUES et al., 2015).

Para o composto a-eudesmol houve variacdo entre 3,2% a 8,8%, ocorrendo
principalmente em Bom Retiro durante a frutificacdo (8,8%) (Figura 9). Mesmo apresentando
menores porcentagens em relacdo aos demais compostos, possui grande potencialidade
farmacoldgica, bem como, o 1,8-cineol ¢ o a-pineno. Estudo demonstra que o a-eudesmol
atua na atividade inibitoria do canal de calcio do tipo P, presente apenas no sistema nervoso
central. Quando ha excesso de liberacdo de neurotransmissores ocorre degeneracao neuronal,
e a atuacdo de o-eudesmol como bloqueador desse tipo de célcio pode ser efetivo no
tratamento de apoplexia cerebral, doenca de Alzheimer e enxaqueca (AOYAMA; ARAKI;
KONOIKEB, 2001). Bomfim et al. (2013) aponta que esse composto também apresenta efeito
citotoxico para as células cancerigenas, assim, sendo um candidato em potencial para
desenvolvimento de novos farmacos.

Os maiores percentuais do composto quimico (E)-cariofileno foram encontrados nas
amostras extraidas da fase de frutificacdo para 3 locais de coleta Estagdo Experimental da
Epagri (10,8%), Pedras Brancas (9,7%) e Bom Retiro (8,6%), apenas para o local Morro
Grande a fase de folhas novas e botdes florais (10,9%), foi importante para maiores

percentuais deste composto. Pesquisas demonstram o potencial de cariofileno como
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antiparasitaria, citotoxica (LEITE et al., 2013) e antimicrobiana (COUTINHO et al., 2015).
Na agricultura, Huang et al. (2011) descreve que o (E)-cariofileno pode desempenhar
multiplos papéis de defesa contra patdgenos que invadem tecidos florais, ao mesmo tempo
que pode ser usado como atracdo de polinizadores.

O hidrocarboneto p-cimeno foi registrado apenas no local Morro Grande nas fases de
frutificacdo (33,4%) e floracdo (19,0%), caracterizando a influéncia do local na produgéo
deste componente quimico (Figura 9). Este hidrocarboneto apresenta-se como potencial
terapéutico, contendo inimeras aplicacdes. Sua acdo € relacionada principalmente por ser o
precursor do carvacrol (SIANI et al., 1999). Silva et al. (2010) descrevem que atividades
antimicrobianas ndo sdo possiveis com a utilizacdo de apenas um composto quimico, mas sim
pela interacdo de compostos majoritarios com compostos minoritarios. Os autores relatam que
a interacdo sinérgica de p-cimeno e carvacrol, por exemplo, pode atuar como antimicrobiano,
pois p-cimeno facilita o transporte de carvacrol por meio da membrana citoplasmatica para o
interior da célula bacteriana. Pombo et al. (2018) descrevem que a utilizacdo combinada
desses componentes quimicos em Oleos essenciais, pode servir também como substituto
natural de aditivos quimicos em alimentos. O p-cimeno é considerado um importante
intermediario nas industrias farmacéuticas, sendo utilizado também na produgdo de
fungicidas, pesticidas e como agente aromatizante (SELVARAJ et al., 2002). Outros estudos
demonstram a utilizacdo desse composto pode atuar como antinociceptivo, anti-inflamatério
(SANTANA et al.,, 2011; BONJARDIM et al., 2012), antioxidante e neuroprotetor
(OLIVEIRA et al., 2015).

O hidrocarboneto aromético presente no P. cattleianum, influéncia no aroma que a
planta possui. Conforme Luximon-Ramma, Bahorun e Crozier (2003), a espécie P.
cattleianum é descrita como uma das mais aromaticas dentro do género, possuindo mais
aroma que P. guajava, que é muito utilizada na industria pela presenca de hidrocarbonetos
aromaticos.

Dentre 0s compostos majoritarios presentes no morfotipo vermelho, 1,8-cineol, o-
pineno, (E)-cariofileno também foram detectados no morfotipo amarelo, no entanto, o-
eudesmol e p-cimeno ndo foram considerados compostos majoritarios, visto que estes
apresentaram porcentagens infimas, variando em torno de 0,05% a 2,34%. Desse modo,
considerou-se mirceno e valerianol, que se mostram em quantidades superiores e apareceram

em todas as amostras analisadas (Figura 10).
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Figura 10 — Compostos majoritarios encontrados em plantas de Psidium cattleianum,

morfotipo amarelo, em diferentes locais e fases fenoldgicas.
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Epagri, frutificacdo; L2F1 — Morro Grande; folhas velhas e queda foliar; L2F4 — Morro Grande, frutificagdo;
L3F1 — Bom Retiro; folhas velhas e queda foliar; L3F2 — Bom Retiro, folhas novas e botdes florais; L3F3 — Bom
Retiro, floracdo; L3F4 — Bom Retiro, frutificacdo; L4F1 — Pedras Brancas; folhas velhas e queda foliar; LAF2 —
Pedras Brancas, folhas novas e botbes florais; L4F3 — Pedras Brancas, floracdo; L4F4 — Pedras Brancas,
frutificagéo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

No grafico dos compostos majoritarios para o morfotipo amarelo, o local Morro
Grande nas fases de folhas novas e botGes florais e floracdo ndo sdo apresentados, visto que a
quantidade de Oleos essenciais foi inferior ao necessario para realizacdo da analise no GC.
Nos compostos majoritarios do morfotipo amarelo 1,8-cineol, assim como no morfotipo
vermelho a fase de folhas velhas e queda foliar foi importante para a producéo deste composto
nos 4 locais de coletas, Morro Grande (45,5%), Pedras Brancas (38,8%) e Estacdo
Experimental da Epagri (28,1%), e Bom Retiro (18,43%). As fases fenoldgicas de folhas
novas/botdes florais e frutificacdo tiveram importéncia na produgdo do monoterpeno o-
pineno, sendo que os locais Estacdo Experimental da Epagri apresentou 29,08% (L1F2) e
18,42% (L1F3), Bom Retiro com percentuais de 20,05% (L3F2) e 17,92% (L3F3) e também
para Pedras Brancas com 27,48% (L4F2) e 31,83% (L4F3). Com relacdo ao composto (E)-
cariofileno sua presenca foi detectada em maiores percentuais na fase de frutificacdo para 3
locais, Pedras Brancas (20,72%), Epagri (18,84%) e em Morro Grande (10,87%).
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Para os compostos majoritarios do morfotipo amarelo que diferiram dos presentes no
morfotipo vermelho, verificou-se que componente quimico mirceno teve uma variacdo entre
as fases fenoldgicas nos diferentes locais de coleta, sendo as maiores quantidades encontrado
no Morro Grande ao longo da frutificacdo (21,6%), na Estacdo Experimental da Epagri na
coleta de folhas velhas (13,7%) e floracdo (10,2%), e em Pedras Brancas na frutificacéo
(11,6%). Esse composto apresenta efeitos anti-inflamatorios e anti-catabolitos nos condrdcitos
humanos, com capacidade para deter ou abrandar destruicdo de cartilagem e progressdo de
osteoartrite (RUFINO et al., 2015). De acordo com Ciftci, Oztanir e Cetin (2014), 0 mirceno
possui acdo como neuroprotetor apds danos oxidativos e neuronais. Bonamin et al. (2014)
descreve que mirceno pode ser utilizado também para prevencdo de gastrite e Ulcera.

O composto valerianol foi registrado em menor quantidade, mas estando presente em
todas as amostras do aracazeiro amarelo, em maior quantidade em Bom Retiro (10,14%)
Morro Grande (4,62%), no periodo na frutificacdo e na fase de floracdo para Epagri (7,9%) e
Pedras Brancas (6,55%). O Composto é comumente encontrado em espécies como Valeriana
officinalis e Eugenia riedeliana, e pode apresentar diferentes porcentagens dependendo da
espécie estudado. No entanto, poucos sdo os estudos acerca dos beneficios deste, relatam-se
apenas os efeitos sinérgicos destes com outros compostos quimicos presentes em plantas
medicinais (RAAL et al., 2005; SOUZA et al., 2010).

Medina et al. (2011) descrevem que os constituintes quimicos do P. cattleianum
possuem potencial nutracéutico e terapéutico. Os autores investigaram o extrato da fruta do
araca e relatam a presenca de altos niveis de compostos fendélicos e carotenos, acido ascorbico
e antocianinas como constituintes minoritarios. As espécies ricas em compostos fendlicos,
acido ascérbico e carotenos sdo associadas com propriedade bioldgicas, capazes de atuar
como antimicrobiana, anticarcinogénico e antioxidante (MONDAL; KAUR, 2014; ROLEIRA
et al., 2015). Além dos efeitos sobre o organismo humano, estudo realizado por Ebadollahi
(2013) descreve os beneficios dos compostos presentes nos 6leos essenciais da familia das
Myrtaceae para uso na agricultura como inseticidas naturais.

No estudo, percebe-se que 0s compostos sdo identificados em maior ou menor
quantidade dependendo do local da coleta, tipo de morfotipo e fase fenoldgica. Outros autores
relatam que morfotipos descritos na mesma especie, podem apresentar diferentes compostos
majoritarios e em quantidades diferentes. Chaves et al. (2006) avaliando composi¢éo quimica
do Oleo essencial das folhas de dois morfotipos de sacaca (Croton cajucara Benth.),
mostraram que a sacaca vermelha se obteve rendimento de 0,97%, enquanto que para a sacaca

branca foi de 0,67%. A diferenca é descrita também na quantificacdo desses compostos, onde
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0s compostos majoritarios da sacaca branca foram linalol, beta-cariofileno e nerolidol,
enquanto para a sacaca vermelho foi o 5-hidroxi-calameneno, linalol e delta-cadineno.
Bimbiraité et al. (2008), investigando diferenca sobre a composicdo quimica de quatro
morfotipos de Achillea millefolium L. (branco, rosa, rosa profundo e vermelho), detectaram
que o maior teor de flavonoides foi encontrado no morfotipo rosa profundo e o teor de 6leo
essenciais no morfotipo branco, sendo que teores foram encontrados em maior ou menor
quantidade dependendo dos periodos de vegetacéo.

A identificacdo de compostos quimicos é extremamente importante, pois esses Sao
responsaveis por diversas agBes e apresentam-se como alvo de indudstria alimenticia,

cosmética, perfumaria e farmacéutica (FELIPE; BICAS, 2017).

2.4.3 Substancias volateis nos 6leos essenciais de Psidium cattleianum

2.4.3.1 Morfotipo vermelho

Na analise quimica do morfotipo vermelho as amostras oriundas da Estacao
Experimental da Epagri apresentaram Monoterpenos ndo oxigenados em maior quantidade
(35,4%), entre as fases de folhas novas e botBes florais, enquanto nos monoterpenos
oxigenados maior quantidade foi na floracdo (32,9%). Os sesquiterpenos ndo oxigenados e
oxigenados foram encontrados em quantidade superior na frutificacdo, sendo 20,9% e 24,7%,
respectivamente do total da composi¢do quimica presente na amostra. Os ésteres estiveram
em maior concentracdo durante fase de folhas velhas/queda de foliar (0,11%) e para os
hidrocarbonetos aromaticos foi significativo na fase de frutificacdo (2,2%) (Tabela 2).

No local Morro Grande, em Lages, maior quantidade dos monoterpenos nao
oxigenados foi detectado na formacdo de folhas novas e botdes florais (33,2%) e para
monoterpenos oxigenados na fase de folhas velhas e queda de foliar (70,2%). Sesquiterpenos
ndo oxigenados e sesquiterpenos oxigenados aparecem principalmente na fase de folhas novas
e botbes florais. Para éster e hidrocarboneto aromatico, a frutificacdo foi a fase em que se
apresentou a maior concentracgdo (Tabela 2).

As coletas que foram realizadas na comunidade de Campo Novo, Municipio de Bom
Retiro, a fase de folhas novas e botbes florais apresentaram maior rendimento de
monoterpenos ndo oxigenados (24,4%), enquanto que para O grupo dos monoterpenos
oxigenados a maior concentracao foi registrada na fase de folhas velhas e queda de folhas
(57,4%). Ja a fase de frutificacdo foi mais favoravel para o percentual do grupo dos
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sesquiterpenos ndo oxigenados e oxigenados. O grupo de esteres foi registrado na fase de
folhas velhas e queda foliar (0,70%) e o hidrocarboneto aromético foi observado durante a
frutificacéo (2,2%) (Tabela 2).

Com relacéo as coletas realizadas na comunidade de Pedras Brancas em Lages, a fase
fenoldgica de frutificacdo apresentou percentual superior nos monoterpenos ndo oxigenados
(31,2%) e para os monoterpenos oxigenados com destaque para a fase de folhas velhas e
queda de foliar (60,3%). Sesquiterpenos ndo oxigenados detectou-se em maior concentracdo
na frutificacdo (22,7%), enquanto que para 0s sesquiterpenos oxigenados foi durante a fase de
folhas novas e formacio de botdes florais (19,1%). Ester foi observado na fase de folhas
velhas e queda de foliar (0,5%). Em hidrocarboneto aromaéticos, a fase fenoldgica de

frutificacdo foi detectada com a maior concentracdo (3,7%) (Tabela 4).

Tabela 4 — Composicdo quimica de 6leos essenciais de folhas de Psidium cattleianum, do

morfotipo vermelho, coletadas em diferentes locais e diferentes fases fenologicas.

Fa§e_ Grupos quimicos
fenolégica
I\N/Ionot_erpeno Mor}oterpeno S~esqui.terpeno Sesq_uiterpeno Ester Hidroca(b_oneto
ndo oxigenado oxigenado ndo oxigenado oxigenado %) aromatico
(%) (%) (%) (%) (%)
Estacdo Experimental Epagri
FLV/QF 19,54 40,4 6,71 17,4 0,3 2,2
FLN/BF 35,4 11,6 19,4 21,6 0,2 1,3
FLO 24,4 32,9 8,8 20,4 0,3 1
FRUT 28,9 17,3 20,9 24,7 0,1 2,2
Morro Grande
FLV/QF 9,5 70,2 2,85 11,7 0,9 0,8
FLN/BF 33,2 14,6 29,4 18,4 0,6 0
FLO 31,7 4.7 16 9,1 4 19
FRUT 22,5 5,6 13,72 14,2 4,8 33,4
Bom Retiro
FLV/QF 18,5 57,4 5,2 14,3 0,70 0,50
FLN/BF 24,4 449 8,4 16,3 0,5 1,6
FLO 19,4 17,5 15,1 15,1 0,5 0,3
FRUT 22 24,4 20,9 23,8 0,4 2,2
Pedras Brancas
FLV/QF 19,2 60,3 3,6 11,9 0,5 1
FLN/BF 30,8 29 14,6 19,1 0,4 0,7
FLO 0 0 0 0 0 0
FRUT 31,2 22,3 22,7 15,3 0,4 3,7

*FLV/QF: folhas velhas/queda foliar; FLN/BF: folhas novas/botbes florais; FLO: floragdo; FRUT:

frutificagdo; Valores apresentados em percentual (%).
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De maneira geral, os 0leos essenciais das plantas sdo constituidos majoritariamente
por terpenos e seus derivados. Tais substancias constituem-se como um extenso grupo de
moléculas organicas produzidas como metabolitos secundarios em plantas, para evitar injdrias
promovidas por agentes externos (VIEGAS JUNIOR, 2003; CORREIA et al., 2008).

2.4.3.2 Morfotipo amarelo

Os terpenos encontrados nos oOleos essenciais oriundos das folhas do morfotipo
amarelo de P. cattleianum também foram agrupados em monoterpenos ndo oxigenados,
monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos ndo oxigenados, sesquiterpenos oxigenados e
hidrocarbonetos aromaticos. Para as folhas de P. cattleianum coletadas na Estacdo
Experimental da Epagri, Lages, 0 monoterpeno nao oxigenado apresentou-se superior na fase
de folhas novas e botdes florais (43,78%), enquanto a fase fenoldgica das folhas velhas e
queda foliar foi superior em monoterpeno oxigenado (30,70%). Sesquiterpenos néo
oxigenados e oxigenados foram detectados em maior concentragdo na fase de frutificagéo.
Hidrocarboneto aromatico foi registrado em pequenas quantidades, sendo superior em folhas
velhas e queda de foliar (0,37) (Tabela 3).

Com relagdo as amostras oriundas do local Morro Grande, coletadas nas fases de
folhas novas/botBes florais e floracdo, o rendimento de dleo extraido ndo foi suficiente para
que se procedesse a leitura para identificacdo de sua composi¢do quimica. Sendo assim, 0s
maiores percentuais foram registrados para 0s monoterpenos nao oxigenados durante a fase de
frutificacdo (33,71%) e para monoterpenos oxigenados durante a fase de folhas velhas e
queda de foliar (53,36%). O sesquiterpeno ndo oxigenado foi detectado em maior
porcentagem no estagio de frutificacdo (14,92%), os sesquiterpenos oxigenados e 0S
hidrocarbonetos aromaticos foram superiores na fase de folhas velhas e queda foliar, de
acordo com os dados da Tabela 3.

As amostras deste morfotipo, oriundas da comunidade de Campo Novo, em Bom
Retiro apresentaram, tanto para os grupos dos monoterpenos nao oxigenados, quanto para 0s
oxigenados teores superiores durante a fase de folhas velhas e queda foliar. Sesquiterpenos
ndo oxigenados foram identificados em maior quantidade durante as folhas novas e botdes
florais (21,74%). A fase de frutificacdo apresentou maior concentracdo de sesquiterpenos
oxigenados, enquanto para hidrocarbonetos aromaticos foi superior em folhas velhas e queda
foliar (Tabela 3).
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Os Oleos essenciais de amostras oriundos da comunidade de Pedras Brancas, em
Lages, apresentaram maior concentracdo do grupo de monoterpenos ndo oxigenados durante a
floracdo (46,70%) e 48,8% da composicao total na fase de folhas velhas/queda foliar foram
monoterpenos oxigenados. Ja a fase de frutificagdo mostrou maior concentragdo tanto para 0s
sesquiterpenos ndo oxigenados (30,80%), quanto os sesquiterpenos oxigenados (16,76%) da
composicdo total da amostra de 6leo. Os hidrocarbonetos aromaticos foram detectados em

maior quantidade durante a fase de folhas velhas e queda foliar (0,82%) (Tabela 5).

Tabela 5 — Composicdo quimica de 6leos essenciais de folhas de Psidium cattleianum,

morfotipo amarelo, coletadas em diferentes locais e diferentes fases fenologicas.

Fase - Grupos quimicos
fenolégica
Monot_erpeno nédo Moqoterpeno S~esqui_terpeno Sesq_uiterpeno Ester
oxigenado oxigenado ndo oxigenado oxigenado %)
(%) (%) (%) (%)
Estacdo Experimental Epagri
FLV/QF 31,20 30,70 10,95 14,83 0,37
FLN/BF 43,78 17,08 16,61 11,05 0,24
FLO 31,93 6,2 30,86 14,4 0,08
FRUT 23,49 6,77 35,07 16,6 0,09
Morro Grande

FLV/QF 18,21 54,36 4,14 11,87 2,23

FLN/BF 0 0 0 0 0

FLO 0 0 0 0 0
FRUT 33,71 32,59 14,92 7,93 0,15

Bom Retiro
FLV/QF 46,98 23,92 2,93 13,22 2,34
FLN/BF 32,38 6,81 21,74 18,72 0,17
FLO 30,98 19,71 18,9 11,75 0,05
FRUT 22,01 17,96 12,79 24,09 0,05
Pedras Brancas

FLV/QF 25,19 48,88 4,58 13,07 0,82
FLN/BF 37,35 12,88 21,12 15,96 0,15
FLO 46,70 15,45 20,03 12,76 0,22
FRUT 21,72 12,32 30,80 16,76 0,24

*FLVIQF: folhas velhas/queda foliar; FLN/BF: folhas novas/botdes florais; FLO: floracdo; FRUT:
frutificacdo; SAF: Sistema Agroflorestal. Valores apresentados em percentual (%).
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2.4.3 Locais de coleta das folhas de aragazeiro

Sobre as diferencas observadas quanto aos locais de coleta, o grupo dos monoterpenos
oxigenados tiverem maior teor de seus componentes no bairro Morro Grande durante a fase
de folhas velhas e queda foliar, com 70,2% do percentual total de composic¢do quimica das
amostras dos morfotipos vermelho e 54,36% para as amostras dos morfotipos amarelo. Ainda
sobre os terpenos, tiveram destaque os sesquiterpenos ndo oxigenados, entre 0s quais
apresentaram os maiores valores no bairro Morro Grande durante a formacéo de folhas novas
e botdes florais, com percentual de 29,4% para o morfotipo vermelho, e 35,07% nas amostras
de aracazeiro amarelo na Estacdo Experimental da Epagri durante a fase de frutificacdo. O
grupo dos sesquiterpenos oxigenados apresentaram maiores indices nas amostras oriundas das
espécies de aragazeiro vermelho localizados na Epagri durante o periodo de frutificagdo com
24,7% do total da composicdo, e em Bom Retiro para 0 mesmo estagio fenoldgico,
apresentando 24,09% no aragazeiro amarelo.

Observando as diferencas encontradas entre os morfotipos selecionados,
podemos corroborar com os dados de Chaves et al. (2006) e Araldjo et al. (2014), que
explanam que o0s compostos bioativos de plantas podem ter o conteddo, atividade e
estabilidade afetados por diversos fatores, tais como, regido geografica de plantio, as
diferengas genéticas entre cultivares, diferencas entre os morfotipos da mesma espécie,
maturacdo, tempo e condicdo de armazenamento, tipo de processamento, fatores ambientais
entre outros.

Neste trabalho, além dos monoterpenos e sesquiterpenos, identificou-se a presenca de
ésteres e hidrocarbonetos aromatico no morfotipo vermelho. Ester apresentou-se em maior
quantidade em amostras oriundas do bairro Morro Grande, Lages, durante a frutificacdo
(4,8%) e o composto aromatico foi registrado com percentual de 33,4, também no mesmo
local e fase fenolégica. O morfotipo amarelo apresentou presenca do hidrocarboneto
aromatico, como maior propor¢do nos 6leos essenciais das amostras de Bom Retiro na fase de

folhas velhas e queda foliar (2,34%).

2.4.4 Fases fenologicas do aragazeiro

As diferengas em percentuais entre as fases fenoldgicas e seus respectivos locais de

coleta para os dois morfotipos vermelho e amarelo, foram separadas por meio da Analise de
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Componentes Principais (PCA), permitindo assim, maior visualizagcdo sobre as amostras
obtidas.

Os dados para os oleos essenciais de aracazeiro vermelho e amarelo, presentes na
Figura 11 e 12 representados por dois eixos, apresentaram 78,6% da variancia total acumulada
para ambos morfotipos, sendo que para o vermelho os eixos apresentaram os valores de PC 1:
43,2% e PC 2: 35,4%, enquanto que para o aragazeiro amarelo estes valores corresponderam a
PC1: 40,68% e PC2: 37,92%. Esses valores indicam o percentual da variabilidade presente
nos dados originais que é representada por meio dos dois primeiros componentes. Quanto
maior o percentual da variabilidade explicada pelos componentes melhor é a resolucdo e
menor serd a perda de informac6es de dados na anélise (MOITA NETO, 2004) (Figura 11).

Figura 11 — Analise de componentes principais (PCA) do 6leo essencial de Psidium

cattleianum, morfotipo vermelho.
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*L1F1 — Estacdo Experimental da Epagri, folhas velhas e queda foliar; L1F2 — Estacdo Experimental da Epagri,
folhas novas e botdes florais; L1F3 — Estacdo Experimental da Epagri, floracdo; L1F4 — Estacdo Experimental da
Epagri, frutificacdo; L2F1 — Morro Grande; folhas velhas e queda foliar; L2F2 — Morro Grande, folhas novas e
botdes florais; L2F3 — Morro Grande, floracdo; L2F4 — Morro Grande, frutificacdo; L3F1 — Bom Retiro; folhas
velhas e queda foliar; L3F2 — Bom Retiro, folhas novas e botdes florais; L3F3 — Bom Retiro, floragdo; L3F4 —
Bom Retiro, frutificaclo; LAF1 — Pedras Brancas; folhas velhas e queda foliar; L4F2 — Pedras Brancas, folhas
novas e bot6es florais; L4F3 — Pedras Brancas, floracdo; L4F4 — Pedras Brancas, frutificac&o.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Observa-se que 0s grupos monoterpenos ndo oxigenados, sesquiterpenos nao
oxigenados e sesquiterpenos oxigenados apresentam correlacdo positiva entre si, 0 que fica
evidente pela proximidade dos vetores que representam 0s mesmos. As amostras L1F2
(Estacdo Experimental da Epagri, folhas novas e botdes florais), L2F2 (Morro Grande, folhas
novas e botbes florais), L1F3 (Estacdo Experimental da Epagri, floragdo), L1F4 (Estacéo
Experimental da Epagri, frutificacdo), L3F4 (Bom Retiro, frutificacdo) e L4F4 (Pedras
Brancas, frutificacdo) apresentaram comportamento semelhante em relacdo as suas massas
percentuais, ficando posicionadas no mesmo quadrante no grafico, com maiores valores para
0 PC1 e menores valores para o PC2 (Figura 11).

De maneira contraria, pode-se observar a correlagdo negativa entre monoterpeno
oxigenado com hidrocarboneto aromatico e éster. As amostras L4F3 (Pedras Brancas,
floracdo) e L1F1 (Estacdo Experimental da Epagri, folhas velhas e queda foliar) apresentaram
comportamento distinto das demais em relagdo ao percentual da massa dos grupos analisados.
Quanto as amostras L2F3 (Morro Grande, floragdo) e L2F4 (Morro Grande, frutificagdo) se
observa, também, um comportamento distinto das demais, apresentando um percentual maior
dos grupos aromaticos e éster, o que pode ser evidenciado pelo fato dessas amostras estarem
posicionadas na dire¢do dos vetores desses grupos.

Os Oleos essenciais extraidos das folhas do aracazeiro amarelo, apresentaram
comportamento semelhante em relacdo ao aragazeiro vermelho, onde os percentuais dos
monoterpenos ndo oxigenados, sesquiterpenos ndo oxigenados e sesquiterpenos oxigenados
apresentam, também, correlacdo positiva, evidenciado pelo posicionamento dos vetores que

os representam (Figura 12).
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Figura 12 — Andlise de componentes principais (PCA) do dleo essencial de Psidium

cattleianum, morfotipo amarelo.
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*L1F1 — Estacdo Experimental da Epagri, folhas velhas e queda foliar; L1F2 — Estacdo Experimental da Epagri,
folhas novas e bot6es florais; L1F3 — Estacdo Experimental da Epagri, floracdo; L1F4 — Estacdo Experimental da
Epagri, frutificacdo; L2F1 — Morro Grande; folhas velhas e queda foliar; L2F2 — Morro Grande, folhas novas e
botdes florais; L2F3 — Morro Grande, floragdo; L2F4 — Morro Grande, frutificacdo; L3F1 — Bom Retiro; folhas
velhas e queda foliar; L3F2 — Bom Retiro, folhas novas e botdes florais; L3F3 — Bom Retiro, floragdo; L2F4 —
Bom Retiro, frutificacho; L4F1 — Pedras Brancas; folhas velhas e queda foliar; L4F2 — Pedras Brancas, folhas
novas e bot6es florais; L4F3 — Pedras Brancas, floragdo; L4F4 — Pedras Brancas, frutificac&o.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Para o aracd amarelo observa-se uma correlacdo positiva entre 0s componentes
principais (monoterpenos ndo oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos nao oxigenados),
encontrados nas amostras L1F2 (Estacdo Experimental da Epagri, folhas novas e botbes
florais), L1F3 (Estacdo Experimental da Epagri, floracdo), L1F4 (Estacdo Experimental da
Epagri, frutificagdo), L3F3 (Bom Retiro, floragdo), L3F4 (Bom Retiro, frutificagdo), L4F2
(Pedras Brancas, folhas novas e botdes florais), L4F3 (Pedras Brancas e floracdo) e LAF4
(Pedras Brancas, frutificagdo). Ou seja, as amostras apresentam semelhancas em relagéo ao
percentual de massas, sendo representados no mesmo quadrante do grafico e apresentam o
maior percentual encontrado no PC1 (40, 68%).

No que diz respeito, aos componentes dos grupos dos monoterpenos oxigenados e dos

hidrocarbonetos aromaticos, observa-se que o0s vetores estdo posicionados de maneira
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contréria, caracterizando diferengas nos percentuais de massas de seus compostos em relacéo
aos monoterpenos ndo oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos ndo oxigenados, de
maneira que os 6leos essenciais das amostras L1F1 (Estacdo Experimental da Epagri, folhas
velhas e senescéncia), L2F1 (Morro Grande, folhas velhas e senescéncia), L2F4 (Morro
Grande, frutificacdo), L3F1 (Bom Retiro, folhas velhas e senescéncia) e L4F1 (Pedras
Brancas, folhas velhas e senescéncia) foram os que evidenciaram as maiores diferencas entre
as massas.

Os monoterpenos ndo oxigenado e oxigenado apresentaram-se, para 0s dois
morfotipos vermelho e amarelo, com o0s maiores percentuais para a maioria das fases
fenoldgicas e locais, sendo que o monoterpenos ndo oxigenados destacaram-se na fase
fenoldgica das folhas novas e formacdo de botdo floral na Estacdo Experimental da Epagri,
com 35,4% nos 6leos extraidos do morfotipo vermelho e em Bom Retiro durante a fase de

folhas velhas e queda foliar, com 46,98% para o amarelo.

2.5 CONCLUSAO

Foram observadas diferencas na composicdo quimica dos Gleos essenciais entre 0s
morfotipos vermelho e amarelo de Psidium cattleianum, nas fases fenoldgicas e entre os
locais de coleta das folhas de cada morfotipo para extracéo.

Quanto a quantificacdo dos compostos quimicos observou-se diferencas entre os
morfotipos vermelho de maneira que apresentou 32 componentes e 0 amarelo 21, os quais
foram distribuidos em grupos de terpenos para melhor visualizacdo gréfica.

Observou-se que alguns locais e fases exerceram maior influéncia no percentual da
composicao, de maneira foram registrados para o morfotipo vermelho 10 monoterpenos nédo
oxigenados, com destaque para o local Epagri (35,4%) na fase de folhas novas/botGes florais
(FLN/BF); 4 monoterpenos oxigenados, com 0s maiores percentuais observados na fase de
folhas velhas/queda floiar (FLV/QF), com destaque para Morro Grande (70,2%); 9
sesquiterpenos ndo oxigenados, onde os maiores valores foram observados na frutificagéo,
nos locais Epagri (20,9%), Bom Retiro (20,9%) e Pedras Brancas (22,7%) e na fase de
FLN/BF para o local Morro Grande (29,4%); 6 sesquiterpenos oxigenados, com maiores
percentuais obtidos na fase de frutificagdo, destacando o local Epagri (24,7%), 1 éter (4,8%)
e 1 hidrocarboneto aromatico (33,4%), que foram observados apenas no local Morro Grande,
na fase fenoldgica de frutificacdo, caracterizando a forte influéncia do local sobre estes

compostos.



60

O morfotipo amarelo caracterizou-se por apresentar 6 monoterpenos ndo oxigenados,
com maior concentracdo observada em Bom Retiro (46,98%) na fase de FLV/QF; 4
monoterpenos oxigenados e maiores percentuais sendo observados na fase de FLV/QF em
Morro Grande (54,36%); 5 sesquiterpenos nao oxigenados, com melhores registros na fase de
frutificacdo, para o local Epagri (35,07%); 5 sesquiterpenos oxigenados, com trés locais de
coleta contribuindo para os maiores percentuais na fase de frutificacdo, com destaque para
Bom Retiro (24,09%) e 1 hidrocarboneto aromatico, que se apresentou com baixos
percentuais, mas a fase de FLV/QD com o local Bom Retiro (2,34%) foi a mais expressiva.

O morfotipo vermelho apresentou como componentes quimicos principais ou
majoritarios o 1,8-cineol com maiores percentuais foram registrados durante a FLV/QF, em
Morro Grande (55,8%); a-pineno mostrou-se em maiores concentragdes durante as coletas
realizadas na fase de FLN/BF, na Epagri (18,4%); ja as concentrac¢des de a-eudesmol tiveram
maior influéncia da fase de frutificagho com maior percentual (8,8%) advindos de Bom
Retiro, j& para o (E)-cariofileno, a fase de frutificacdo também foi representativa, sendo que 3
locais foram importantes nesta fase, com maior percentual (10,9%) nas amostras coletadas na
fase de FLN/BF no local Morro Grande, e 0 p-cimeno que foi registrado somente no local
Morro Grande nas fases de FLN/BF (19%) na fase de frutificacdo (33,4%), com local
exercendo maior influéncia para este componente quimico.

Os morfotipos amarelos apresentaram como compostos majoritarios, o 1,8-cineol com
destaque para as coletas realizadas na fase de FLV/QF, e maiores percentuais no local Morro
Grande (45,48%); a-pineno apresentou quantidade variavel entre locais e fases, com maiores
percentuais registrados em FLN/BF, para trés locais de coleta, sendo que o maior percentual
foi na fase de floracdo (31,83%) em Pedras Brancas; o (E)-cariofileno apresentou maiores
percentuais na fase de frutificacdo, em Pedras Brancas (20,72%); o composto mirceno foi
varidvel entre fases e locais, com expressiva concentracdo em Morro Grande (21,57%) na fase
de FLN/BF, ja o componente valerianol, apresentou os maiores percentuais durante fase de
frutificacdo, advindos do local Bom Retiro (10,14%).

A deteccdo dos compostos a-felandreno, iso silvestreno, o-terpineno, (E) p-ocimeno,
butirato 1,4-pentenila, terpinoleno, gama o-muruleno, a-cadineno, 3,7(11)-selinadieno,

germacreno B e a-eudesmol foi possivel somente no morfotipo vermelho.
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Desse modo, é possivel inferir que os morfotipos, assim como local de coleta e fase
fenoldgica sdo fatores que podem influenciar na obtencdo de um composto de interesse,
portanto, o conhecimento do perfil cromatografico pode auxiliar na identificacdo de plantas
que podem ser utilizadas para diversos fins.

Pode-se concluir que o conhecimento do perfil quimico dos 6leos essenciais obtidos de
folhas de Psidum cattleianum a partir de diferentes morfotipos, fases fenoldgicas e locais de
coleta podera influenciar o manejo de coleta de acordo com o objetivo pretendido e o

composto quimico requisitado.
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3 CAPITULO 2 — OCORRENCIA DA MICROFLORA FUNGICA EM SEMENTES
DE FEIJAO COMUM TRATADAS COM OLEOS ESSENCIAIS
HOMEOPATIZADOS E HIDROLATOS DE FOLHAS DE PSIDIUM
CATTLEIANUM

3.1 RESUMO

A associagdo entre patdgenos e sementes permite a disseminacdo a longas distancias, o que
pode acarretar em resisténcia, com consequente aumento no uso de quimicos sintéticos para o
controle das doencas em sementes. Para tanto, existem uma variedade de atividades
bioldgicas que podem ser testadas com produtos naturais e compostos sintéticos, avaliando o0s
diferentes potenciais de uso. No estudo avaliou-se a acdo bioldgica de 6leos essenciais e
hidrolatos em diferentes dilui¢Ges, extraidos dos morfotipos vermelho e amarelo de plantas de
Psidium cattleianum, nos seus diferentes estagios de desenvolvimento. Os tratamentos
utilizados foram: T1) 6leo essencial puro (30 uL); T2) 6leo essencial 7CH; T3) dleo essencial
12CH; T4) hidrolato 10%; T5) hidrolato 30%; T6) controle com imersdo em agua destilada;
T7) controle sem imersdo em &gua destilada. Os 6leos essenciais foram extraidos utilizando o
método de hidrodestilacéo, a partir de folhas de aracazeiro localizados na comunidade rural de
Predas Brancas, Municipio de Lages, Santa Catarina, coletadas em diferentes fases
fenoldgicas, folhas velhas, folhas novas, floracdo e frutificacdo. Para preparacdo das solucgoes,
0s 6leos 7CH e 12CH foram obtidos utilizando o método hannemaniano de dinamizagdo. A
diluicdo dos hidrolatos, subprodutos da extracdo dos Oleos essenciais, foram obtidos
utilizando &gua destilada, assim como para o 6leo puro (30uL) e agitados por um periodo de 1
minuto.  Para os testes de sanidade in vitro foi utilizado o delineamento experimental
completamente casualizado com 7 tratamentos e 8 repeti¢fes para cada tratamento. A parcela
experimental foi de 25 sementes em uma placa. As sementes permaneceram submersas
durante 4 horas nas respectivas solucdes e distribuidas em placas de Petri revestidas com
filme e acondicionadas em camara de germinacdo, durante 7 dias, com temperatura de 25°
(+/- 2°) e fotoperiodo de 12 horas/luz e 12 horas/escuro. Apos sete dias, realizou-se a
contagem e identificacdo das colonias de fungos sobre as sementes, e quando necessario eram
realizadas analises microscépicas. Os dados foram analisados com auxilio do ambiente R, a
5% de significancia. No estudo, observou-se grandes variaces de incidéncia dos patégenos
nos tratamentos utilizados a partir de cada fase de coleta para os dois morfotipos. Para 0s
tratamentos obtidos a partir dos morfotipos vermelhos, com relacdo aos patégenos Fusarium
oxisporum e Colletotrichum lindemunthianum ndo foi observada diferencgas estatisticas entre
as fases fenoldgicas por tratamento, exceto na testemunha sem imersdo em que as fases de
folhas velhas (2,5%) e frutificacdo (3,5%) apresentaram o0s maiores indices do primeiro e
testemunhas com (2%) e sem (2,5%) imersao na fase folhas velhas e hidrolato 10% (1,5%) em
floracdo para o segundo patégeno. No caso do Penicillium sp. os menores indices foram
observados no tratamento hidrolato 30% na fase de frutificacdo (1%) e testemunha com
imersdo na fase de folhas novas (0%). Em bactérias, a fase de frutificacdo se mostrou
promissora, nos tratamentos de éleo 12CH, 6leo puro e hidrolato 30%, onde os indices foram
iguais a zero. No tratamento hidrolato 30%, a fase de folhas novas também apresentou valor
igual a zero, assim como as testemunhas com e sem imersdo nesta mesma fase fenologica.
Para o patogeno Rhizoctonia spp., nenhuma diferenca estatistica foi observada nas fases
fenologicas de cada tratamento. E para Aspergillus flavus, a fase de floragdo mostrou os
menores indices deste patdgeno para os tratamentos 0leo 7CH (2,5%), 6leo 12CH (5,0%),
hidro 10% (3.0%), hidro 30% (1,0%), testemunha com (2,0%) e sem imersao (0%), mas nédo
diferiu da fase de folhas novas para os tratamentos 6leo 7CH (4%) e testemunha (0%), sendo
gue para o tratamento 6leo puro, apresentou o0 menor indice (3,5%), nesta mesma fase. Ja para



64

os tratamentos advindos dos morfotipos amarelos, no que se refere aos patogenos F.
oxisporum e C. lindemunthianum todos os indices foram iguais ou muito proximos de zero,
sem diferencas estatisticas. Com relacdo ao Penicillium sp. houve grande variacéo nos indices
de incidéncia deste fungo, de modo que o menor percentual foi registrado no tratamento 6leo
7CH (7%) na fase de floracdo, de maneira que sendo este, um patdgeno de rapida
proliferacdo, valores proximos ou iguais a zero seriam ideais para evitar maiores
contaminagdes. Para as bactérias, 0s tratamentos que apresentaram 0s menores percentuais de
coldnias foram dleo 12CH nas fases de folhas velhas (6%), que ndo diferiu de floracéo (1,0%)
e frutificacdo (4,0%), 6leo puro em frutificacdo (3,5%), hidrolato 10% em folhas velhas (0%),
hidrolato 30% na fase de folhas velhas (12%) sem diferencas com a frutificagdo (11,5%) e
testemunhas com imersdo na fase de folhas velhas (4,67%) e sem imersdo (0%) na floragéo.
Quanto ao patégeno Fusarium solani, os tratamentos apresentaram 0s menores percentuais de
controle com indices variando entre os tratamentos 6leo 7CH na fase de folhas novas (2,0%) e
hidrolato 30% (5,33%) para a mesma fase. No que se refere ao patdgeno Rhizoctnia spp. ndo
foi observada nenhuma diferenca estatistica, sendo todos os valores iguais ou préximos de
zero. A. flavus teve maior controle com tratamentos 6leo 12CH, com menor indice em
frutificacdo (16,5%), hidrolato 10%, também em frutificacdo com 13,0% de incidéncia,
hidrolato 30%, folha novas (12,0%) e testemunha sem imersdo para as fases de floracéo
(10,5%) e frutificacdo (12,0%), ndo diferindo de folhas novas (5,33%). Houve grande
variacdo no numero de colbnias e estas foram responsaveis pelas diferentes respostas
encontradas entre os tratamentos de Oleos essenciais e hidrolatos. Desta forma, a fase
fenoldgica mostrou grande importancia na obtencao dos tratamentos, sendo que podem ativar
melhor resposta antifingica nas sementes de feijéo.
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3.2 INTRODUCAO

O feijdo comum ¢é considerado importante fonte de proteina e, em combinacdo com o
arroz, compde a refeicdo basica diaria para a grande maioria dos brasileiros (LOVATO et al.,
2018; BARBOSA, 2007). O feijoeiro comum tem, ainda, importancia econémica e social pois
é cultivado por pequenos e médios agricultores e tem expressiva area de produgdo no Brasil,
ocorrendo trés safras em um mesmo ano civil (CONAB, 2016). Com producdo estimada em
3,3 milhGes de toneladas, o feijdo apresentou um crescimento de 1,7% em 2018 se comparado
a 2017, atendendo as perspectivas de consumo, que estava prevista em 3,1 milhdes de
toneladas (IBGE, 2019). Isto faz do Brasil um dos maiores produtores e consumidores de
feijdo comum do mundo.

Porém, alguns problemas podem afetar a producdo e a qualidade dos grdos para
sementes em safras subsequentes (OLIVEIRA et al., 2011). A qualidade das sementes de
feijoeiro depende de uma série de atributos, entre quais inclui-se os fatores genéticos, fisicos,
sanitarios e fisioldgicos. Destes, pode-se dizer que a qualidade fisiologica é um dos atributos
com maior foco nos trabalhos de pesquisa cientifica, sendo que esta condi¢do ird expressar
toda o potencial de uma semente em germinar, garantindo o desenvolvimento da planta
(SANTOS et al., 2007). A baixa qualidade fisioldgica da semente e por consequéncia uma
germinacdo desuniforme, interfere diretamente no desenvolvimento inicial de plantulas e no
estande final (CARVALHO et al., 2011).

Patdgenos ocorrentes na cultura a campo podem ser veiculados pelas sementes e serem
disseminados nas proximas safras ou afetarem a propria qualidade da semente em seu poder
germinativo e vigor (SILVA et al., 2008). Da mesma forma, Almeida et al. (2017) abordam
que a introducdo de sementes geneticamente modificadas implicou no aumento do uso de
agrotoxicos, pois estes interferem sobre a resisténcia de doencas e pragas nas culturas. Com o
uso demasiado de agrotoxico, preocupa-se também em relacdo aos residuos que permanecem
alojados nas sementes, causando contaminacio ambiental e riscos & salide (GOUVEA et al.,
2015; MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2017).

Assim, a qualidade sanitaria € motivo de preocupacdo na producdo de sementes, visto
que fatores de interferéncia podem levar a grandes perdas na produtividade. No caso do
feijoeiro, a patogenesia advém 50% de agentes causais transmitidos através das sementes,
portanto o controle fitossanitario neste periodo é extremamente relevante (MARINO et al.,
2008).
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Entre os patdgenos associados a doengas do feijoeiro encontram-se o género
Colletotrichum, que é transmitido para as plantulas via sementes e € causador de uma doenga
altamente destrutiva, a antracnose (MACHADO; LANGERAK; JACCOUD-FILHO, 2002).
Outros patdgenos, mesmo que secundarios, associados as sementes poderdo causar danos de
deterioracdo as sementes durante o armazenamento. Benicio et al. (2003), avaliando a
presenca de fungos do género Aspergillus em amostras de sementes de feijdo armazenadas em
diversos locais do Estado da Paraiba, verificaram diferencas significativas na incidéncia desse
fungo conforme a procedéncia das amostras. O método mais eficaz na reducdo da
disseminacdo dos agentes causais via sementes é a completa isen¢do das mesmas de toda
estrutura propagativa, como micélios, esporos e formas de resisténcia (GOULART, 1998). A
utilizacdo de sementes isentas de patdgenos, ou seja, a qualidade sanitaria das sementes
estaria garantida se as mesmas estivessem livres de quaisquer micro-organismos que ponha
em risco a germinagao e vigor das mesmas. Isto se tornaria praticamente impossivel, visto que
essa condicdo € determinada por uma série de fatores com destaque as condicBes climaticas
ideais tanto para producdo e armazenamento (GOULART, 1998).

Portanto, técnicas de intervencdo no tratamento de sementes tém sido usadas a fim de
minimizar possivel presenca de propégulos vidveis de patdgenos (HENNING, 2005). No
tratamento convencional de sementes para controle de patdgenos utiliza-se fungicidas organo-
sintéticos. No entanto, mesmo com a eficiéncia desses tratamentos, preocupa-se com a
atuacdo desses agrotoxicos na qualidade das sementes. Assim, buscam-se alternativas nédo
residuais, que resultem em maior preservacao ambiental e produtos de melhor qualidade para
o0s consumidores (SOYLU; KURT; SOYLU, 2010; MEDEIROS et al., 2013).

Determinados extratos de plantas contem 6&leos essenciais com compostos de
diferentes grupos funcionais e polaridade, mostrando-se promissores no tratamento de
doencas em plantas (MIRANDA et al., 2016). A utilizacdo de extratos de plantas com
propriedades antimicrobianas e antifingicas € uma alternativa de base ecoldgica que pode
substituir, sendo no todo, parte dos fungicidas, como o propdsito de controle de doencas em
sementes (MEDEIROS et al., 2013; SARMENTO-BRUM et al., 2014). Essas substancias
possuem como principais constituintes 0s monoterpenos e sesquiterpenos, incluindo os
hidratos de carbono, fendis, alcoois, éteres, aldeidos e cetonas, responsaveis por atividade
bioldgica e fragrancia em diversas especies. Os compostos fenolicos presentes nos 6leos
essenciais sdo, também, relatados como atuadores antimicrobianos e antifungicos (HILLEN et
al., 2012; NUZHAT; VIDYASAGAR, 2013).
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Os oOleos essenciais tem como caracteristica a aromatizagdo por compostos volateis
que pode estar temporariamente imerso em &gua conhecidos como hidrolatos (MOURA et al.,
2014). Os hidrolatos sdo subprodutos resultante da extracdo dos 6leos essenciais e apresentam
em sua composicao importantes metabolitos do vegetal de origem (BASER; BUCHBAUER,
2012). Embora apresente componentes fitoquimicos importantes, sdo poucos os trabalhos de
pesquisa sobre uso dos hidrolatos na agricultura. Entre estes podemos citar o trabalho sobre
atividade fungitdxica dos hidrolatos de algumas plantas medicinais, realizado por Rodrigues
et al. (2011). Moura et al. (2014) relatam atividade antimicrobiana e indutora de fitoalexinas
do hidrolato de carqueja (Baccharis trimera). Lozano et al. (2000) relataram também a
inibicdo no desenvolvimento dos fungos Botrytis alli e Sclerotium cepivorum por hidrolatos
de alho (Allium sativum) e cebola (Allium cepivorum). Franzener et al. (2007) relatam o
potencial antifungico, antibacteriano e indutor de fitoalexinas por hidrolatos de Helietta
apiculata (canela-de-veado), Conyza canadensis (buva) e Cymbopogon nardus.

Considerando as atividades antifungicas e antibacterianas de 6leos essenciais descritas,
0 objetivo do estudo foi avaliar a reducdo da microflora fingica em sementes de feijdo
tratadas com Oleos essenciais a diferentes diluicGes e hidrolatos obtidos de folhas de Psidium

cattleianum.

3.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Homeopatia e Saude
Vegetal, localizado na Estacdo Experimental da Epagri de Lages, em Lages, Santa Catarina. O
trabalho iniciou em julho de 2017, quando foram realizadas as primeiras coletas de folhas de
aracazeiro (Psidium cattleianum) para extracdo de 6leos essenciais, e finalizou em novembro
de 2018, com a ultima avaliacdo dos ensaios in vitro na estimativa da incidéncia de

fitopatdgenos em sementes de feijdo tratadas.

3.3.1 Coleta e extragao dos 6leos essenciais de Psidium cattleianum

Para obtencdo dos Oleos essenciais foram coletadas folhas de aracazeiro dos
morfotipos araca amarelo e araca vermelho, oriundos de uma comunidade rural de Pedras
Brancas, Municipio de Lages; uma comunidade de Campo Novo, Municipio de Bom Retiro;
um quintal urbano no bairro Morro Grande, Municipio de Lages; e a Estacdo Experimental da

Epagri em Lages. As fases fenologicas observadas e utilizadas como referéncia para as coletas
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foram: Folhas velhas ou copa completa — FLV, Queda de folhas ou senescéncia — QF, Folhas
novas ou brotacdo — FLN, Botdo Floral — BF, Floragdo — FLO e Frutificagdo — FRUT.
Destacando que algumas fases se apresentaram de forma simultdnea como a fase de FLV e
QF e as fases de FLN e BF. Apds coleta das folhas realizou-se extracdo dos 6leos utilizando o

processo de hidrodestilacdo (Capitulo 1, p. 34-36).

3.3.2 Concentracao de hidrolatos e 6leos essenciais

Os tratamentos utilizados nos experimentos para imersdo das sementes de feijao
foram: solugdo com Oleo essencial (30uL), solugdo com hidrolato (15%), solugdo com
hidrolato (30%), 6leo essencial dinamizado (7CH), 6leo essencial dinamizado (12 CH),
testemunha com imersdo em agua destilada e testemunha sem imersdo. Para compor a
solucdo contendo 6leo essencial concentrado, este foi diluido em uma concentracdo de 30uL.
por litro de agua destilada e agitado durante 1(um) minuto.

O hidrolato, que €é o residuo resultante do processo de hidrodestilacédo, foi diluido em
agua destilada em a 15 e 30 %, respectivamente. Em seguida foram agitados, também,
durante 1 minuto.

As dinamizacOes dos 6leos essenciais de aragazeiros seguiram a metodologia descrita
pela Farmacopéia Homeopética Brasileira (BRASIL, 2011), os quais necessitaram de uma
trituracdo prévia, tendo em vista que os Oleos essenciais sdo insoliveis em agua. Para
trituracao foi utilizado a lactose para diluir e para agitar foi utilizado o movimento de triturar
a substancia com o pistilo de porcelana contra as paredes do recipiente gral de porcelana. A
trituracdo foi realizada na proporcéo de 1% da substancia ativa em lactose. No processo de
trituracdo homeopatica, a lactose é primeiramente dividida em 3 por¢des. Cada uma destas
porcdes € depositada no gral de porcelana e triturada com movimentos circulares por um
periodo de 6 (seis) minutos. Como a mistura da lactose com a substancia fica fortemente
aderida nas paredes do gral, é necessario raspar, com uma espatula, as paredes do gral,
durante 4 (quatro) minutos fazendo com que a lactose possa ser novamente triturada, por
mais 6 minutos, e novamente raspada. Apoés, adicionou-se 0 segundo terco da lactose e
repetiu-se o procedimento. Em seguida, o terceiro terco da lactose e repetiu-se, pela dltima
vez. Desta maneira, apés 1 hora, obtemos a primeira trituracdo — centesimal — da substancia.
Fazendo isto mais uma vez (mais uma hora) e ainda outra vez (uma terceira hora), chegamos
a terceira trituracdo centesimal da substancia (3CH trit), que pode ser solubilizada em

solucéo hidroalcoolica.
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Para dinamizar a 3CH foi utilizado uma solugdo hidroalcodlica (alcool a 20 %)
seguido de sucussao (movimentos de batida contra um anteparo semi-rigido para agitacao)
onde obteve-se a quarta centesimal hahnemanniana (CH4). E assim sucessivamente até a
dinamizacao de dispensacdo como tratamento (7CH). Em seguida, novas diluicGes foram
realizadas e 100 agitacOes até a obtengdo da décima segunda centesimal hahnemanniana
(CH12).

3.3.3 Tratamento das sementes

As sementes usadas nos experimentos eram do cultivar de feijdo SCS204 Predileto
oriundas da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI), Campos Novos, SC, da safra 2017/2018. Todas as sementes foram mantidas em
camara de baixa temperatura durante o periodo de montagem e realizacdo dos experimentos.

Para determinacdo de patdgenos presentes nas sementes de feijdo, realizou-se teste
piloto sem nenhuma intervencdo de tratamento. Foram utilizadas 25 sementes com 12
repeticdes distribuidas em placas de petri e acondicionadas em incubadora BOD (Biochemical
Oxygen Demand). No teste piloto foram realizadas analises sobre o tempo de imersdo das
sementes. Inicialmente foram seguidas metodologias a partir de literaturas (SILVA et al.,
2012; SANTOS, 2014; DOMENE et al., 2016), sendo adaptado para melhor absorcao da dgua
no tegumento das sementes de feijdo, determinando-se 4 horas como tempo ideal de imerséo.

Os patdgenos das sementes foram avaliados aos sete dias apds montagem dos
experimentos, sendo entdo registrados os fungos ocorrentes de Fusarium oxysporum,
Colletotrichum lindemuthianum, Penicillium sp., Aspergillus sp., Fusarium graminearum,

Epicoccum sp. e bactérias (Figura 13).
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Figura 13 — Teste piloto realizado para determinacdo de patdgenos em sementes de feijdo. A)

Placa de petri em BOD; B) Exemplo de microrganismos identificados. Lages,
2018.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

A primeira etapa do experimento foi iniciada no més de maio de 2018. Os o6leos
essenciais utilizados para os primeiros experimentos foram oriundos das extragdes das folhas
na fase fenologica de folhas velhas e senescéncia. Apos lavagem e esterilizacdo das placas de
petri, limpeza e esterilizacdo em cadmara de fluxo laminar, realizou-se producdo de meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA), sendo elaborado com caldo de batata (200 gramas/litro
de &gua) de batata inglesa, 20 gramas de dextrose e 20 gramas de agar. O meio BDA foi
acondicionado em vidros de Erlenmeyer de 250 ml e fechados com tampdo de algoddo e
jornal, sendo em seguida autoclavados para maior esterilizar e homogeneizagdo do meio.
Apos a esterilizacdo, os meios foram vertidos para as placas em camara asséptica, para evitar
possiveis contaminagdes do meio.

O delineamento experimental foi completamente casualizado com 7 tratamentos e 8
repeticOes para cada tratamento. A parcela experimental foi de 25 sementes em uma placa. Os
tratamentos utilizados foram: T1) 6leo essencial puro; T2) 6leo essencial 7CH; T3) 6leo
essencial 12CH; T4) hidrolato 10%; T5) hidrolato 30%; T6) controle com imersdo em agua
destilada; T7) controle sem imersdo em agua destilada.

As sementes permaneceram em imersdo nos tratamentos durante 4 horas, sendo estas
dispostas em papel absorvente para distribuicdo em placas de petri. Em camara de fluxo
laminar, as sementes foram dispostas nas placas de petri, vedadas com fita e acondicionadas
em BOD, durante 7 dias, com temperatura de 25° (+/- 2°) e fotoperiodo de 12 horas/luz e 12

horas/escuro (Figura 14).
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Figura 14 — Sementes de feijdo dispostas em placa de Petri, apds tratamento sanitario com

hidrolatos e 6leos essenciais extraidos de folhas de Psidium cattleianum.
Lages/SC, 2018.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

As avaliacOes foram realizadas sete dias ap6s a montagem dos experimentos, por meio
de avaliagdo visual e quando necessario utilizou-se microscopio 6ptico para confirmagéo do
patogeno. Ao final do experimento determinou-se a incidéncia dos patégenos nas sementes de
feijao (GINDRI, 2014; AIMI et al., 2016).

3.3.4 Andlise de dados e estatistica

Para determinacdo da incidéncia dos patdgenos foi procedida a contagem do numero
de colonias em cada repeticdo (placa de petri) e em seguida determinado o percentual e a
média.

Dados das variaveis do percentual de sementes germinadas e que apresentavam
contaminagdo foram analisados estatisticamente com auxilio do software R (R CORE TEAM,
2018). Foram ajustados os modelos, considerando as distribuicbes Normal, Normal com os
dados transformada, Binomial e Quasibinomial. A selecdo entre os modelos ajustados foi
realizada considerando a andlise grafica de diagndstico por meio dos graficos de residuos
versus valores preditos e graficos semi-normais com envelope de simulacdo. Apos a selecdo

do modelo precedeu-se a analise de deviance e quando do efeito significativo, a comparacao
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entre as diferentes solugdes foi realizada por meio da andlise de contrastes disponivel no
pacote multicomp (HOTHORN; BRETZ; WESTFALL, 2008). As andlises foram realizadas

por meio do contraste de Tukey, considerando o nivel de 5% de significancia.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O maior percentual de col6nias de fungos associados as sementes de feijdo registrados

no estudo foi atribuido a patdogenos como Fusarium oxysporum, Colletotrichum

lindemuthianum, Aspergillus flavus, Fusarium solani, Rhizoctonia spp. e o Penicillium spp.,

considerados de grande importancia econémica para esta cultura (Tabela 6).

Tabela 6 — Incidéncia inicial registrada em sementes de feijdo apds tratamento com hidrolatos

e 0leos essenciais de Psidium cattleianum.

Repeticao

Patégeno

N° de colbnias

OO0 NNOOUOUITOITREAE PR WWNDNDNPREPE

Penicillium sp
Bactéria spp
Fusarium graminearum
Aspergillus sp
Bactéria spp
Colletotrichum lindemonthianum
Bactéria spp

Fungos brancos
Bactéria spp
Fusarium oxisporum
Bactéria spp
Fusarium oxisporum
Bactéria sp
Fusarium oxisporum
Bactéria spp
Fusarium oxisporum
Bactéria spp
Bactéria spp
Fusarium oxisporum
Bacteria spp
Bacteéria spp
Epicocum

OFRPRPRPRDADMAMDRMNRPRPWONNWORNNRRRENER

De acordo com Ito et al. (2003), para o aparecimento destes patdgenos nas sementes

de feijdo, alguns fatores como aberturas nas superficies das sementes causadas por dano

mecanico durante a colheita nas praticas agricolas ou injurias de insetos, transporte e
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armazenamento, associados as condi¢cbes de umidade e temperatura favorecem o
desenvolvimento desses patdgenos e podem acarretar perdas consideraveis ao agricultor.

Neste sentido, 0s ensaios bioldgicos permitem determinar o potencial de acdo e
atividade de compostos naturais ou sintéticos e, podem ser realizados no sentido de identificar
quais 0s compostos extraidos a partir de plantas podem ser relevantes e promissores no
controle dos patdgenos associados as sementes.

A associacdo dos patdgenos com as sementes € negativa devido aos danos que estes
influem, afetando quantidade e qualidade de plantulas normais e posteriormente na
produtividade do feijoeiro (SILVA et al., 2008). Essa forma de associagdo entre patdgeno-
semente permite o estabelecimento do patdégeno e a disseminacdo a longas distancia, o que
pode acarretar na introducdo de novas racas mais virulentas, levando ao aumento de quimicos
sintéticos como tratamento para esse controle (FERREIRA et al., 2017).

A avaliagdo das atividades bioldgicas é importante, uma vez que, 0S cOmpostos
naturais podem demonstrar diferentes potencial de controle (CANNELL, 1998). Para tanto,
existem uma variedade de atividades bioldgicas que podem ser testadas com produtos naturais
e compostos sintéticos. Assim, podem ser avaliadas as atividades relacionadas com doencas
causadas por microrganismos tais como, por exemplo, atividade antibacteriana, antifungica,
antiparasitaria e antiviral (MUKHTARA et al., 2008; ELDEEN et al., 2005). Assim, muitos
experimentos tém demonstrado que a utilizacdo de dleos essenciais extraidos a partir de
plantas podem apresentar algum tipo de acdo bioldgica sobre micro-organismos e/ou induzir
resisténcia em sementes e plantas, substituindo desta forma, o uso de agrogquimicos.

No estudo avaliou-se a acdo bioldgica de 6leos essenciais e hidrolatos em diferentes
diluicbes, extraidos dos morfotipos vermelho e amarelo de plantas de Psidium cattleianum,

nos seus diferentes estagios de desenvolvimento.

3.4.1. Morfotipo Vermelho

No estudo, observou-se grandes variacOes entre os patdgenos identificados e os
tratamentos aplicados dos Oleos e hidrolatos de Psidium cattleianum para o morfotipo
vermelho. As variacfes sobre patdgenos pode ocorrer por inumeras influéncias, tais como,
temperatura e umidade de armazenamento (RANI et al., 2013), cultivar usada (PARSA et al.,
2016) e os tratamentos para controle fitossanitario (BRITO et al., 2013; SARMENTO-BRUM
etal., 2014).
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Para o patdgeno Fusarium oxysporum houve diferenca estatistica somente no
tratamento testemunha sem imersdo, onde a fase de folhas novas e floragdo diferiram das
fases de folhas velhas e frutificacdo, que apresentaram incidéncia de 2,50% e 3,50%,
respectivamente. A incidéncia de Colletotrichum lindemunthianum nas sementes de feijao
foram baixas, assim como em F. oxysporum, havendo diferengca somente no tratamento
hidrolato 10%, sendo que a fase de floracdo (1,50%) diferiu de folhas novas e frutificacao,
mas ndo de folhas velhas, bem como, no tratamento testemunha sem imersdo, sendo
registrado incidéncia apenas na fase de folhas velhas (2,50%), que diferiu dos demais, com
incidéncia nula (Tabela 7).

O fungo Penicillium sp. foi encontrado em maior incidéncia entre os tratamentos e
fases fenoldgicas. Para o tratamento 6leo 7CH, a fase de folhas novas apresentou maior
incidéncia (27,5%) em relacdo a fase de floracdo (11,5%), folhas novas (7,50%) e frutificacdo
(4,50%), que ndo diferiram entre si. Para o tratamento 6leo 12CH a fase de floracdo (29,0%)
diferiu dos demais tratamentos, que apresentaram maior controle do patdégeno. No tratamento
6leo puro, a fase de floracdo apresentou alta incidéncia do fungo (56,5%), diferindo nas
demais fases fenoldgicas avaliadas. O hidrolato 10% da fase de folhas novas apresentou maior
eficiéncia, diferindo dos demais que variaram entre 24,0% e 25,0%. O tratamento hidrolato
30% na fase de floracdo (27,5%) diferiu da fase de folhas velhas (7,50%) e frutificacdo
(1,00%), mas nédo da fase de folhas novas (22,5%). Na testemunha com imersdo, o patdgeno
foi registrado em maior incidéncia na fase de floracdo (73,0%), que diferiu dos demais
tratamentos, sendo que a fase de folhas velhas (15,5%) diferiu também da fase de folhas
novas, que ndo apresentou patégeno. Na testemunha sem imersdo, a fase de folhas novas
(58,0%) e floracédo (56,0%) diferiram da fase de folhas velhas (7,00%) e frutificagdo (21,0%),
que apresentaram menor incidéncia (Tabela 7).

Para as bactérias, somente o tratamento 6leo 7CH ndo apresentou diferencas
estatisticas entre as fases fenoldgicas. No tratamento dleo 12CH a maior incidéncia foi
registrada na fase de folhas velhas (48,5%), que diferiu dos demais, sendo que a fase de folhas
novas (12,0%) também diferiu de frutificagdo (0,00%), que se mostrou o mais eficiente para
controle de bactérias. No tratamento 6leo puro a maior incidéncia ocorreu na fase de folhas
novas (64,0%), diferindo dos demais. A fase de frutificagdo, assim como, no 6leo 12CH, néo
apresentou incidéncia, o que diferiu de floragéo (7,00%) e folhas velhas (13,0%). No hidrolato
10%, a fase de floragdo (53,5%) e folhas novas (38,8%), diferiram dos demais tratamentos
que apresentaram menor incidéncia. O hidrolato 30%, apresentou maior indice na fase de

floracdo (63,5%), diferindo dos demais. A testemunha com imerséo exibiu menor incidéncia
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nas fases de folhas novas (0,00%) e floracdo (2,00%), diferindo das fases de folhas velhas
(21,5%) e frutificacdo (17,0%). Na testemunha sem imersdo, somente a fase de frutificacdo
(31,5%) diferiu dos demais tratamentos (Tabela 7).

Com relacdo ao patdégeno Rhizoctonia sp., os tratamentos ndo mostraram diferencas
estatisticas entre si (Tabela 7).

Para o controle de Aspergillus flavus todos os tratamentos apresentaram diferencas
entre as fases fenoldgicas. O tratamento 6leo 7CH, apresentou maiores incidéncias nas fases
de folhas velhas (49,5%) e frutificacdo (46,0%), diferindo das demais fases. Para o Oleo
12CH, na fase de folhas velhas registrou-se maior incidéncia (60,0%), o que diferiu dos
demais tratamentos, sendo que a fase de floragdo (5,00%) apresentou menores indices,
diferindo da fase de folhas novas (8,50%) e frutificacdo (17,0%). O dleo puro foi mais
eficiente na fase de folhas novas (3,50%), diferindo de folhas velhas (33,8%) e frutificacdo
(34,0%), mas ndo de floracdo (11,0%). Para o hidrolato 10%, a menor incidéncia do patégeno
ocorreu para a fase de floragéo (3,00%), que diferiu de todos os demais, sendo que a fase de
folhas velhas (41,5%) apresentou a maior incidéncia, que também diferiu dos outros
tratamentos. No hidrolato 30%, a fase de folhas velhas (76,0%) registrou a maior incidéncia
do fungo, diferindo dos demais tratamentos, onde a floracdo (1,00%) apresentou maior
eficiéncia, diferindo da fase de frutificacdo (34,5%), mas ndo de folhas novas (5,00%). Na
testemunha com imersdo, a menor incidéncia ocorreu na fase de folhas novas (0,00%) e
floracdo (2,00%), o que diferiu estatisticamente da fase de folhas velhas (19,5%) e da
frutificacdo (34,5%). Na testemunha com imersdo, a floracdo (0,00%) diferiu das demais
(Tabela 7).
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Tabela 7 - Microrganismos identificados nas sementes de feijao para cada fase fenoldgica analisada, ap6s imersdo em 6leo essencial e hidrolato

de Psidium cattleianum, morfotipo vermelho.

Fases
fenolégicas Tratamentos
Oleo 7CH Oleo 12CH Oleo puro Hidrolato 10% Hidrolato 30% Testemunha Testemunha
(com imerséo) (sem imersao)
Fusarium oxysporum
FLV 400+1,90a 1,75+0,96 a 1,75+0,81a 1,25+0,60 a 250+1,02a 150+0,73a 250+1,30a
FLN 0,50+0,50a 0,00+ 0,00 a 0,00+ 0,00 a 0,00+£0,00a 0,00+£0,00a 0,00+£0,00a 0,00+£0,00b
FLO 0,00+£0,00a 0,00 +0,00 a 0,00 +0,00 a 0,00+£0,00a 0,50+0,50a 0,00+£0,00a 0,00+£0,00b
FRU 250+1,30a 150+1,05a 150+1,05a 0,50+0,50a 1,00+ 0,65 a 0,00+£0,00a 350+1,18a
Colletotrichum lindemuthianum
FLV 0,00+ 0,00 a 0,00+ 0,00 a 1,00 +0,58 a 0,50+ 0,34 ab 0,50+0,34a 200+151a 250+1,05a
FLN 0,00+ 0,00 a 0,00 +0,00 a 0,50+ 0,50 a 0,00+£0,00b 0,00+ 0,00 a 0,00+0,00 b 0,00+0,00b
FLO 0,00+ 0,00 a 0,00 +0,00 a 0,00 +0,00 a 1,50+0,73 a 1,00+ 0,65a 0,00+0,00 b 0,00+0,00b
FRU 0,00+0,00a 0,00+ 0,00 a 0,00+ 0,00 a 0,00+£0,00b 0,50 +0,50 a 0,00+0,00b 0,00+0,00b
Penicillium sp.
FLV 750+1,71b 8,25+1,81b 11,6 +1,88b 450+£1,26b 7,50 + 2,50 be 15,5+2,06 b 7,00+236b
FLN 275+38la 9,00+3,76 b 115+192b 24,0+9,17 a 225+ 7,89 ab 0,00+£0,00c 58,0+ 4,16 a
FLO 11,5+350b 290+115a 56,5+ 5,63 a 25,0+4,52a 275+444a 73,0+244a 56,0+ 19,9a
FRU 450+450hb 12,0+4,78b 6,00+227b 24,0+ 454a 1,00+1,00c 145+261b 21,0+477b
Bactéria
FLV 25,2+2,63a 485+193a 13,0+2,72b 38,8+350a 145+285b 215+4,09a 1,00+0,65b
FLN 19,5+593a 12,0+4,66b 64,0 +6,00 a 19,0+4,52b 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b
FLO 225+6,28a 8,00 + 4,54 bc 7,00 + 2,80 bc 53,5+5,34a 63,5+10,2a 2,00+1,15b 9,00+3,42b
FRU 12,5+ 3,66 a 0,00+0,00¢c 0,00+£0,00c 12,0+393b 0,00+0,00b 17,0+ 452 a 315+456a
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(continuacgéo)

Rhizoctonia spp.

FLV 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 +0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a
FLN 0,50 +0,50 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 +0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a
FLO 0,00 £ 0,00 a 1,00+ 0,65a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a
FRU 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 + 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 + 0,00 a 0,00 +0,00 a 0,00+ 0,00 a
Aspergillus flavus
FLV 49,5+ 6,06 a 60,0 +4,98a 33,8+4,38a 415+334a 76,0+4,99 a 195+593a 4,00+2,00b
FLN 400+1,07b 8,50+3,58b 350+1,18b 16,5+754b 5,00 +2,90 bc 0,00 £0,00 b 300+191b
FLO 250+1,05b 500+2,90c 11,0+ 2,24 ab 3,00+1,65c 1,00+ 0,65¢ 2,00+1,15b 0,00+0,00c
FRU 46,0+7,17a 17,0+5,06 b 340+239a 185+5,65hb 195+558b 345+250a 11,0+391a

* FLV - Folhas velhas e queda foliar; FLN - Folhas novas e bot&es florais; FLO — Floragdo; FRU — Frutificac&o.

**yalores sdo médias, seguidas de desvio padrao das medias;

***\alores seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo contraste de Tukey a 5%.
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No estudo, percebe-se grande variagdo entre os tratamentos e fases fenoldgicas na
incidéncia dos fungos, ndo sendo possivel distinguir apenas um tratamento com maior
eficiéncia que possa abranger todos os fungos. De acordo com Viegas et al. (2005) existe
grande variabilidade na populacdo do fungo quanto a sensibilidade de Oleos essenciais. Os
autores apontam em seus experimentos que houve inibicdo relativa com o emprego de 6leos
essenciais de bulbilho de alho e casca de canela para o fungo A. flavus, mas sempre com
variacdo nos resultados. Essa acdo pode ser explicada pelo rompimento da barreira de
permeabilidade da membrana plasmatica, pois quando o tratamento ndo consegue romper a
barreira para iniciar a acao antifungica, o patégeno ndo pode ser controlado (TIAN et al.,
2012). Gupta, Sharma e Naik (2011) apontam que as concentrac6es utilizadas para inibicdo de
fungos também é um fator importante, que pode mostrar-se efetivo ou nao, dependendo do

fungo, tempo de exposicdo e concentragdo empregada.

3.4.2. Morfotipo Amarelo

Verificou-se que para o morfotipo amarelo de Psidium cattleianum grande variagéo na
incidéncia, do mesmo modo que registrado para o morfotipo vermelho.

No que se refere ao patdgeno Fusarium oxisporum, ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos, onde todos apresentaram o mesmo comportamento nas diferentes fases
fenoldgicas, com percentuais de incidéncia muito baixos e valores préximos a zero, variando
entre 3,5% a 0%. Comportamento semelhante foi encontrado para os tratamentos utilizados
no controle de Colletotrichum lindemunthianum, com indices que variaram entre 1,33% e
0,00% (Tabela 8).

Para o fungo Penicillium sp., todos os tratamentos testados apresentaram diferencas
estatisticas. No tratamento 6leo 7CH, a fase de frutificacdo (18,0%), diferiu apenas da fase de
floracdo (7,00%). No dleo 12CH, as fases de folhas velhas (26,7%), folhas novas (14,7%) e
floragdo (18,0%) apresentaram o0s menores indices percentuais diferindo da frutificacdo
(74,0%), onde registrou-se maior incidéncia do fungo. Para o 6leo puro, a maior incidéncia foi
detectada na fase de folhas velhas (64,0%), diferindo dos demais tratamentos que variaram de
14% a 18%. No tratamento hidrolato 10%, a fase de folhas velhas (28,7%) diferiu apenas da
fase de floragdo (10,0%). J& no hidrolato 30% a fase de folhas novas (59,3%) apresentou
maior incidéncia do fungo, diferindo dos demais tratamentos que variaram de 15,5% a 26,0%.

No tratamento testemunha com imersdo, a fase de frutificacdo (21,5%) diferiu apenas da fase
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de folhas novas (11,3%), mas ndo dos demais tratamentos. Na testemunha sem imersdo, a
maior incidéncia foi registrada na fase de folhas velhas (38,7%), diferindo dos demais
tratamentos, que variaram de 8,00% a 18,5% (Tabela 8).

Para o controle de bactérias, no tratamento 6leo 7CH, a fase de frutificacdo (58,0%)
diferiu das fases de folhas velhas (19,3%) e folhas novas (25,3%), mas ndo da fase de floragao
(37,0%). Para o Oleo 12CH, a fase de folhas novas (38,0%) apresentou maior incidéncia,
diferindo dos demais tratamentos que variaram entre 1,00% a 6,00%. No 06leo puro, apenas a
fase de frutificacdo (3,50%) diferiu da floracao (29,0%), e ndo dos demais tratamentos. Para o
hidrolato 10%, os tratamentos de maior eficiéncia foram na fase de folhas velhas (0,00%) e
fase de frutificacdo (8,00%), diferindo da fase de folhas novas (35,3%) e floracdo (27,0%). Ja
para o hidrolato 30% a fase de folhas novas (39,3%), diferiu de folhas velhas (12,0%) e
frutificacdo (11,5%), mas ndo da fase de floracdo (22,5%). A testemunha com imersdo
apresentou menor incidéncia nas fases de folhas velhas (4,67%), folhas novas (12,7%) e
floracdo (19,5%), diferindo da frutificacdo (39,0%), que apresentou maior incidéncia. Na
testemunha sem imersdo, a fase de frutificacdo (57,0%) e folhas novas (38,7%) diferiram
apenas da fase de floracéo (0,00%), mas nao da fase de folhas velhas (27,3%) (Tabela 8).

Para o controle de Fusarium solani, no tratamento 6leo 7CH, a fase de folhas novas
(2,00%) diferiu das fases de floracdo (0,00%) e frutificacdo (0,00%), mas ndo da fase de
folhas velhas (0,67%). No hidrolato 10% a fase de folhas novas (5,33%) diferiu da fase de
folhas velhas e floracdo, que apresentaram indices iguais a zero na incidéncia. Para o 6leo
12CH e bleo puro, hidrolato 30% e em ambas as testemunhas, ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos analisados (Tabela 8).

Com relagdo ao patdgeno Rhizoctonia spp., 0os tratamentos ndo mostraram diferencas
estatisticas entre si, variando entre a incidéncia de 1,50% a 0,00%.

Para o controle de Aspergillus flavus os tratamentos 6leo 7CH, éleo puro e testemunha
com imersao ndo houve diferenca estatistica. No tratamento 6leo 12CH, maior incidéncia foi
registrada na fase de frutificacdo (16,5%), diferindo dos demais tratamentos que variaram de
4,00% a 1,00%. No hidrolato 10% a maior incidéncia ocorreu também na fase de frutificacéo
(13,0%), diferindo dos demais tratamentos, com variacdo de 6,00% a 3,50%. No hidrolato
30% a fase de folhas novas (12,0%) diferiu das fases de folhas velhas (1,33%) e floracéo
(1,50%), mas ndo da fase de frutificacdo (6,00%). Na testemunha sem imersdo a fase de
folhas velhas (0,00%) diferiu da fase de floragcdo (10,5%) e frutificacdo (12,0%), mas ndo da
fase de folhas novas (5,33) (Tabela 8).
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Tabela 8 - Microrganismos identificados nas sementes de feijao para cada fase fenoldgica analisada, ap6s imersdo em 6leo essencial e hidrolato

de Psidium cattleianum, morfotipo amarelo.

Fa§ €s Tratamentos
fenologicas
Oleo 7CH Oleo 12CH Oleo puro Hidrolato 10%  Hidrolato 30% Testemunha Testemunha
(com imersao) (sem imersao)
Fusarium oxysporum
FLV 0,67 +0,67 a 0,67 +0,67 a 2,00+0,89 a 0,00+ 0,00 a 3,33+1,23a 1,33+1,33a 0,00 £ 0,00 a
FLN 2,67+198a 0,00+ 0,00 a 0,67 +0,67 a 0,67 +0,67 a 0,67 +0,67 a 0,67 £0,67 a 1,33+0,84a
FLO 2,00+0,76 a 150+1,05a 350+1,18a 250+1,30a 1,50+0,73 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a
FRU 0,50+0,50 a 1,50+0,73 a 3,00+1,00a 0,50+0,50a 1,50+0,73 a 150+0,73 a 0,50 +0,50 a
Colletotrichum lindemuthianum
FLV 0,00+ 0,00 a 0,00+ 0,00 a 0,00+ 0,00 a 0,00+ 0,00 a 0,67 £0,67 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a
FLN 0,00+ 0,00 a 0,67 +0,67 a 0,67 +0,67 a 0,00+ 0,00 a 1,33+0,84a 0,00 £ 0,00 a 0,67 +0,67 a
FLO 0,50+0,50 a 0,00+ 0,00 a 0,00+ 0,00 a 0,50+0,50 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a
FRU 0,00+ 0,00 a 0,00+ 0,00 a 0,50+0,50a 0,00+ 0,00 a 0,50 +0,50 a 0,00 £ 0,00 a 0,50+0,50 a
Penicillium sp.
FLV 147+368ab 26,7+246Db 64,0+ 4,62 a 28,7+7,11a 26,0 #4,23 b 19,3+ 1,61ab 38,7+5,63a
FLN 12,0+3,10ab 14,7+286Db 18,0+554b 16,0 £ 5,06 ab 59,3+5,40 a 11,3+3,78b 13,3+5,12b
FLO 700+£1,25b 18,0+3,21b 14,0+4,21b 10,0+2,62b 15,5+2,06b 16,5+1,91ab 8,00+261b
FRU 18,0+ 2,00 a 74,0+6,46 a 17,0+£361b 24,0+ 3,70 ab 17,0£3,00b 215+1,99a 185+3,29b
Bactéria
FLV 19,3+5,00b 6,00+2,88b 20,7+7,62ab 0,00£0,00b 12,0+£575b 467+262b 27,3+4,31ab
FLN 25,3+5,02b 38,0+5.81a 153+431ab 353+6,80a 39,3+2,17a 12,7+3,64b 38,7+8,68a
FLO 370+7,16ab 1,00+0,65b 29,0+6,75a 270+511a 22,5+5,60 ab 195+381b 0,00+0,00 b
FRU 58,0+9,16 a 4,00+213b 3,50+2,32b 8,00+ 2,61 ab 115+3,15b 39,0+5,84 a 570+119a
Fusarium solani

FLV 0,67+0,67ab 0,67+0,67a 0,67 +0,67 a 0,00+ 0,00 b 0,67 £0,67 a 0,00 £ 0,00 a 0,67 +0,67 a
FLN 2,00+0,89 a 1,33+1,33a 0,00+ 0,00 a 533+1,97a 2,00 +£2,00 a 1,33+0,84a 0,00 £ 0,00 a
FLO 0,00+0,00b 0,50+0,50 a 0,50+0,50a 0,00+0,00b 1,50+1,05a 1,00+ 0,65a 1,00+£1,00a
FRU 0,00+0,00b 150+1,05a 0,50+0,50a 1,50 £ 1,05 ab 1,00 £0,65a 2,00+ 1,06 a 0,00 £ 0,00 a
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(continuacao)

Rhizoctonia spp.

FLV 0,67 +£0,67 a 0,00 £ 0,00 a 0,67 +£0,67 a 0,00 £0,00a 0,67 £0,67 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £0,00 a
FLN 0,67 £0,67 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £0,00 a 0,67 £0,67 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a
FLO 0,50+ 0,50 a 0,50+ 0,50 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £0,00a 1,00+ 1,00 a 1,50+0,73 a 0,00 £0,00 a
FRU 0,50 £ 0,50 a 0,00 £ 0,00 a 0,50 £ 0,50 a 0,00 £0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,50 £ 0,50 a 0,00 £ 0,00 a
Aspergillus flavus
FLV 3,33+1,23a 400+146b 4,00+2,07a 400+1,46b 1,33+0,84Db 2,67+0,84a 0,00 £ 0,00 b
FLN 533+2,23a 4,00+1,46b 333+2,17a 6,00£1,71b 12,0+ 4,73 a 400+1,78a 533+1,33ab
FLO 9,00 £5,69 a 1,00+£0,65b 2,00£1,06a 350+£1,59b 150+1,05b 550+£1,29a 10,5+2,61a
FRU 8,50+2,97a 16,5+ 3,58 a 1,00+ 0,65 a 13,0+ 1,96 a 6,00 + 2,00 ab 500+1,25a 120+ 3,20 a

* ELV - Folhas velhas e queda foliar; ELN - Folhas novas e botes florais; FLO — Floragéo; FRU — Frutificag&o.

**yalores sdo médias, seguidas de desvio padrdo das medias;

***Valores seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo contraste de Tukey a 5%.
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Assim como no morfotipo vermelho, o controle dos patégenos também apresentou
grande variacdo entre os tratamentos e fases fenoldgicas. Diversos autores dispdem que a
atuacdo fitossanitaria pode estar relacionada com a sensibilidade destes compostos sobre
determinado microrganismo, o que pode afetar seu desenvolvimento ou auxiliar no
crescimento micelial (ROSADO et al., 2009; SOUSA; SERRA; MELO, 2012; SARTO,;
ZANUSSO JUNIOR, 2014).

Outros tratamentos alternativos sdo propostos para o controle do fungo, entretanto,
envolvendo principalmente a utilizacdo de extratos de plantas, como a base de boldo-da-terra
(SILVA et al., 2008), alho (BRAND et al., 2010) e canela (VENTURQOSO et al., 2011).

Alguns estudos demonstram a utilizacdo de dleos essenciais e a acdo desses contra
diferentes patdgenos. Hillen et al. (2012) descrevem que os 6leos essenciais de alecrim,
candeia e palmarosa inibiram o crescimento micelial de Rizoctonia solani, ocorrendo a partir
de certas concentracBes. Morais e colaboradores (2008), investigando o efeito de Oleos
essenciais de manjericdo (Ocimum sp.), dois tipos de capim lim&o (Cymbopogon flexuosus e
C. citratus) e melaleuca (Melaleuca sp.) sobre a germinacéo e sanidade de sementes de feijdo,
descrevem que o O6leo essencial de C. citratus reduziu o percentual de germinacdo das
sementes, no entanto, foi eficaz para reducdo tanto de Aspergillus spp. e Penicillium spp.
Silva, Oliveira e Diniz (2012) demonstram que utilizando 6leo essencial de Mentha arvensis
L. na concentracdo de 100 pL, foi eficiente para inibir o crescimento dos fungos estudados,
sendo entre estes a espécie Penicillium rubrum, no entanto, outras concentragdes ndo inibem o
crescimento micelial destes.

No caso dos hidrolatos, poucas sdo as pesquisas encontradas para controle
fitopatogénico em plantas (FRANZENER et al., 2007). Lavabre (2005) descreve que o0s
hidrolatos sdo produtos resultantes da extracdo do 6leo essencial, e apresentam, na maioria
das vezes, compostos volateis hidrossoliveis com grande quantidade de principios ativos
como &cidos, aldeidos e aminas. No estudo, percebe-se que em diversos momentos 0S
hidrolatos tiveram atuacdo no controle dos patégenos analisados. No entanto, maiores estudos

s8o necessarios com a utilizagéo destes.

3.5 CONCLUSOES

Os resultados dos testes biologicos sugerem que ocorrem grandes variagdes entre a
acdo dos tratamentos oriundos de material coletado em diferentes épocas do ciclo da planta

(fases fenoldgicas) e os patdgenos identificados.



83

Desta forma, sugere-se que o uso de aragazeiro como fornecedor de dleos essenciais
para o tratamento de patdgenos associados as sementes é dependente das condigdes
ambientais em que a planta se encontra, do seu local de origem e do estagio fenologico em
que a planta se encontra.

Verificou-se também que mesmo que em baixas incidéncias, houve variagdes no
namero de col6nias e estas foram responsaveis pelas diferentes respostas entre os tratamentos
de 6leo e hidrolato. Desta forma, a fase fenologica mostrou grande importancia na obtencao
dos tratamentos, sendo que podem ativar melhor resposta antifngica nas sementes de feijao.

Os Oleos essenciais e hidrolatos podem serem utilizados na agricultura como
alternativos ao controle fitossanitario em sementes, porém ha necessidade de mais estudos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a importdncia de muitas espécies nativas para a biodiversidade,
manutencdo das espécies e pela disposicdo do uso como alimenticias e medicinais, 0 estudo
sobre o potencial terapéutico da espécie nativa Psidium cattleianum mostra-se de grande
importancia. Esta espécie, apesar de amplamente distribuida no estado de Santa Catarina,
consta de reduzidas informagdes, principalmente, acerca de sua estrutura quimica e potencial
de acdo dos metabdlitos secundarios entre os dois principais morfotipos que representam a
especie.

Na pesquisa, alguns trabalhos ja descreveram diferencas entre os morfotipos vermelho
e amarelo de Psidium cattleianum, e estas, vao além apenas de diferencas na coloracdo dos
frutos, podendo citar, como por exemplo diferencas anatdmicas na casca, no caule e na
composicao quimica de diferentes partes desta planta.

As diferencas na composi¢do quimica, percentuais dos componentes no perfil dos
6leos essenciais e potencial de acdo bioldgica do aracazeiro foram evidenciados no nosso
trabalho, assim como em outros que avaliaram por meio de analises quimicas e testes
bioldgicos os diferentes morfotipos desta planta.

Estudos identificaram nos testes a eficdcia da espécie de aracd como medicinal,
revelando um potencial de acdo antioxidante e antimicrobiano, com destaque para a acao
bioldgica em bactérias, fungos e virus, além da atuacdo como hepatoprotetor, analgésico,
citoprotetora, doencas das vias urinarias e disenteria. No entanto, dada a grande quantidade de
publicacdes em relacdo ao potencial e importancia dos O6leos volateis das Myrtaceae, vale
ressaltar que no Brasil, a pesquisa ainda encontra-se incipiente, quando se trata de composicao
e estrutura quimica de espécies nativas, onde apenas 1% destas estdo sendo utilizadas para
suprir as demandas das industrias farmacéutica e de perfumaria.

Oleos essenciais das mais variadas espécies de plantas ja foram testados, mostrando
que existem uma grande variabilidade na populacdo dos patdgenos quanto a sua sensibilidade,
apresentando diferentes respostas. O controle de muitos patogenos de importancia agricola foi
testado no tratamento fitossanitario de sementes e muitos autores demonstraram que a
aplicacdo de Oleos essenciais de plantas arométicas em diferentes concentracdes tem
promovido efeito positivo no controle e incidéncia de patdégenos, bem como efeitos positivos
na resposta biologica de tais plantas. O controle de patdégenos e doengas em plantas,

utilizando os Oleos essenciais com comprovada atividade biol6gica, com reduzida ou nula
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toxicidade, apresenta-se como importante alternativa pratica na producdo ecolégica dos
sistemas agricolas. Isto porque, 0s componentes naturais provenientes das espécies nativas,
medicinais, aromaticas e condimentares, podem ser uma op¢éo para o controle de doencas em
plantas, que sdo na maioria sistémicos e de facil degradacao.

A identificacdo de estruturas quimicas em plantas aromaticas como 0s monoterpenos e
sesquiterpenos nas diferentes fases fenoldgicas e locais de coleta tem uma contribuigdo
importante como promissores no controle antimicrobiano, anticancerigeno e antioxidante,
conforme relatado pelas pesquisas.

As variacBes nos resultados sobre a acdo bioldgica atribuidos pelo uso de éleos
essenciais em diferentes concentracdes dependerdo de diversos fatores, que devem ser levados
em consideracdo no estudo e na escolha do manejo mais correto para a cultura agricola alvo
do trabalho. O estudo da acdo biologica dos 6leos em espécies agricolas, sua interferéncia e a
relacdo entre estas, podera favorecer a obtencdo de plantas com melhor potencial, o que
possibilitard a utilizacdo de dleos essenciais com composicdo quimica mais estavel e
resultados mais confidveis quanto ao potencial de uso e acdo bioldgica. Neste sentido, 0s
estudos mostram que a inducdo de resisténcia em plantas e sementes é um fator importante
que merece ser estudado, substituindo o uso de agroquimicos.

Os resultados desta pesquisa corroboram com muitos estudos que demonstraram a
influéncia do ambiente na qualificacdo e quantificacdo do perfil quimico de 6leos essenciais
de plantas nativas, mostrando variaces em funcdo das condicdes de coleta (fases fenoldgicas)
e locais de origem. Essas variacbes podem comprometer a qualidade dos Oleos e
consequentemente o potencial de uso, como o antimicrobiano, por exemplo. Portanto é
necessario que estes aspectos relacionados as condi¢des de coleta sejam preservados, em
funcéo do objetivo pretendido no uso do 6leo e a substancia quimica de interesse.

Como os 6leos essenciais sdo produzidos por um organismo vivo, sujeito a varias
alteracdes, é imprescindivel alguns cuidados, como observar, sempre que possivel, o historico
da planta (como o local, horario e época de coleta, temperatura, pluviosidade e estadio de
desenvolvimento, dentre outros), variedade da espécie em estudo, pois estes fatores poderao
influenciar o perfil quimico, e consequentemente o potencial da planta na atividade bioldgica
sobre algum patdgeno ou alguma outra categoria de agéo.

A pesquisa em plantas nativas e medicinais com objetivo de uso como defensivos, é
uma area que apresenta amplas, novas e importantes possibilidades de descobertas, porém,
devem ser realizados mais estudos para que se obtenham resultados mais conclusivos. Da

mesma maneira, e necessario que haja a implantacdo de experimentos nas condi¢fes naturais
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(in vivo) utilizando os 6leos essenciais, ainda incipiente se comparado com a quantidade dos
ensaios in vitro publicados.

A composicdo quimica das plantas necessita ser conhecida. Existem milhares de
moléculas que ainda precisam ser descritas, as quais podem servir de modelo, gerando
produtos de baixo custo, eficazes, ambientalmente seguros, padronizados, registrados, com

controle de qualidade e que atendam as demandas da agricultura.
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ANEXO A — Perfil quimico do 6leo essencial de Psidium cattleianum no morfotipo vermelho em diferentes fases fenologicas e local de coleta.

Pico Substéancia Grupo Kiexp. L1F1 L1F2 L1F3 L1F4 L2F1 L2F2 L2F3 L2F4 L3F1 L3F2 L3F3 L3F4 L4F1 L4F2 L4F3 L4F4

(min)
1 1- apineno MNO 5,064 949,2 69 184 10,2 10,8 3,2 145 115 820 7,30 125 37 106 68 15 0 10,4
2 B-Pineno MNO 6,04 1003 0,3 0,7 1,8 0,4 0,3 07 06 05 040 0,6 0,6 04 04 07 0 0,6
3 Mirceno MNO 6,33 1014 2,6 0,5 1,3 1,6 0,8 08 18 19 130 0,6 3,9 1 1,4 1 0 1,1
5 o felandreno MNO 6,72 1028 0,2 0,4 0,3 0,5 0,2 06 02 01 020 03 1,7 02 03 04 0 0,5
6 Isosilvestreno MNO 6,85 1032 0,1 0,2 0,4 0,2 005 02 15 1 060 01 005 01 01 02 0 0,3
7 o terpineno MNO 7,03 1039 0,4 1 0,3 1 0 16 54 22 030 07 0,8 04 05 09 0 0,9
8 P-cimeno CA 7,24 1046 0,5 1,3 1 2,2 0,8 0 19 334 050 16 0,3 2,2 1 0,7 0 3,7
9 Limoneno MNO 7,357 1050 3,74 3,6 34 53 2,2 33 26 23 280 24 55 33 34 3 0 4
1,8- Cineol

10 (eucaliptol) MO 7,453 1053 404 45 24 115 558 68 04 05 4520 338 115 16,3 479 206 0 12,8
11 (Z) B- ocimeno MNO 7,575 1056 0,8 51 0,8 2,6 005 43 63 44 060 25 1 28 0,7 37 0 5

12 (E) B- ocimeno MNO 7,85 1065 0,9 0,3 0,3 0,4 0,1 04 04 06 050 04 0,2 04 04 06 0 0,7
13 o - Terpineno MNO 8,204 1076 3,4 4,8 51 56 2,4 6,2 0,5 04 4,10 4 19 25 49 4,9 0 7,1

Butirato 1,4 - )
14  pentenila Ester 8,37 1080 0,11 0,2 0,3 0,1 0,9 0,6 4 48 0,70 05 0,5 04 05 04 0 04
15 Terpinoleno MNO 9,072 1100 0,2 0,4 0,5 0,5 0,2 06 09 09 040 03 0,1 03 03 04 0 0,6
16 Linalol MO 9,395 1111 4,2 5,8 4,8 2 6,6 6 3 4 560 6,5 2 44 47 43 0 4,8
17 4-Terpineol MO 11,851 1185 1,3 0,4 0,9 0,8 1,8 06 08 07 140 11 2,6 07 17 09 0 1,3
18 a- Terpineol MO 12,281 1197 4,1 0,9 3,2 3 6 1,2 05 04 520 35 1,4 3 6 3,2 0 34
19 E- Cariofileno SNO 19,626 1424 0,16 58 9,2 10,8 15 109 12 12 260 26 7,6 86 19 48 0 9,7
20 o~ Humuleno SNO 20,65 1458 0,17 0,7 0,8 1 0,2 1 05 06 020 0,2 0,6 08 02 06 0 0,9
amaoc-

21 ﬁ/luuruleno SNO 21,346 1479 0,18 0,7 0,6 0,6 0,1 1 18 15 020 03 0,6 06 04 06 0 1

22 B -selineno SNO 21,65 1489 0,19 23 1,3 1,4 0,1 23 14 08 040 08 0,7 16 02 14 0 2,3
23 - Selineno SNO 21,921 1497 021 24 1,5 1,7 0,4 24 09 13 070 09 1,2 1,7 04 15 0 2,4
24 A- Cadineno SNO 22,744 1526 0,23 0,8 0,6 0,7 0,1 09 14 13 030 03 0,5 1 01 05 0 0,7
25 - cadineno SNO 23,095 1538 0,24 3,4 2 2,2 0,2 32 15 102 040 11 1,6 25 02 14 0 2

(continuacao)
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3,7(11) -
26 Seligad)ieno SNO 23286 1545 025 3,3 2 2,2 0,2 32 2,7 22 040 08 1,6 24 02 14 0 2,2
27 Germacreno B SNO 23,742 1560 0,26 58 0 0,3 005 45 46 38 0 14 07 1,7 0 2,4 0 1,5
28 (E) - Nerolidol SO 23915 1566 0,27 98 5,7 7,6 1,4 6 07 05 240 39 37 47 08 36 0 2,7
29 Globulol SO 24,51 1586 0,28 0,7 2 2,4 3,5 05 01 01 210 24 21 1,7 26 24 0 1,4
30 1- Epi- Cubenol SO 25,769 1626 0,3 1,3 1,7 2,5 1,6 12 07 14 200 16 1,7 28 15 19 0 1,6
31  o- Muurolol SO 26,279 1642 032 21 3 3,6 15 19 24 36 280 21 24 46 22 24 0 2,9
32  a- Eudesmol SO 26,518 1650 0,33 6,6 7,3 7,7 3,2 44 46 77 450 56 456 88 48 81 0 6
33 Valerianol SO 26811 1658 034 11 0,7 0,9 0,5 44 06 09 050 0,7 06 1,2 0 0,7 0 0,7

* MNO — monoterpeno ndo oxigenado; MO — monoterpeno oxigenado; CA — Composto aromatico; SNO — sesquiterpeno ndo oxigenado; SO — sesquiterpenos oxigenado.
L1F1 — Estacdo Experimental da Epagri, folhas velhas e queda foliar; L1F2 — Estacdo Experimental da Epagri, folhas novas e botdes florais; L1F3 — Estacdo Experimental da
Epagri, floragdo; L1F4 — Estacdo Experimental da Epagri, frutificacdo; L2F1 — Morro Grande, folhas velhas e queda foliar; L2F2 — Morro Grande, folhas novas e botdes
florais; L2F3 — Morro Grande, floracdo; L2F4 — Morro Grande, frutificacdo; L3F1 — Bom Retiro, folhas velhas e queda foliar; L3F2 — Bom Retiro, folhas novas e botdes
florais; L3F3 — Bom Retiro, floracdo; L3F4 — Bom Retiro, frutificacdo; L4F1 — Pedras Brancas, folhas velhas e queda foliar; L4F2 — Pedras Brancas, folhas novas e botdes
florais; L4F4 — Pedras Brancas, frutificagdo.
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ANEXO B - Perfil quimico do 6leo essencial de Psidium cattleianum no morfotipo amarelo em diferentes fases fenoldgicas e local de coleta.

Pico Substancia Grupo (2i-lr—1) Kiexp. L1F1 L1F2 L1F3 L1F4 L2F1 L2F2 L2F3 L2F4 L3F1 L3F2 L3F3 L3F4 L4F1 L4F2 L4F3 L4F4
1 1l-apineno MNO 5,064 949,2 15,18 29,08 18,42 9,39 2,80 0 0 7,17 12,58 20,05 17,92 11,06 14,96 27,48 31,83 10,43
2 B-Pineno MNO 6,04 1003 068 110 065 041 023 0 0 0,34 032 1 05 041 154 264 253 04
3 Mirceno MNO 6,33 1014 13,74 9,83 10,21 10,73 8,90 0 0 21,57 423 267 608 484 467 513 751 11,57
4  P-cimeno CA 7,24 1046 0,37 024 008 0,09 223 0 0 015 234 017 005 005 082 0,15 0,22 0,24
5 Limon_eno MNO 7,357 1050 153 132 11 1,74 3,75 0 0 288 2832 152 125 211 169 121 094 351
6 %éﬁ;;:gg)ll) MO 7,453 1053 28,13 1585 498 533 4548 0 0 25,79 18,43 4,82 16,26 15,12 38,78 7,86 995 8,66
7 f)zc?ng;:no MNO 7,575 1056 025 182 098 047 0,69 0 0 087 057 681 469 302 0524 045 036 11
8 %a-rpineno MNO 8,204 1076 060 063 057 075 184 0 0 088 09% 033 054 057 181 044 043 0,71
9 Linalol MO 9,395 1111 0,38 0,12 0,05 0,05 4,77 0 0 387 105 108 121 069 469 305 325 229
10 4-Terpineol MO 11,851 1185 045 030 02 027 0,9 0 0 061 068 015 031 033 123 044 043 031
11  o-Terpineol MO 12,281 1197 174 081 097 112 3,15 0 0 232 376 076 193 182 4,18 153 182 1,06
12 CE:_ariofiIeno SNO 19,626 1424 593 5,97 14,47 18,09 2,67 0 0 10,87 0,38 1,04 203 102 294 896 11,85 20,72
13 I(:_umuleno SNO 20,65 1458 0,48 060 128 153 0,21 0 0 084 019 187 151 111 038 272 215 1093
14 B-selineno SNO 21,65 1489 224 478 691 6,92 049 0 0 1,09 09 75 548 316 037 366 199 33
15 - Selineno  SNO 21,921 1497 189 4,43 646 642 0,59 0 0 1,41 093 78 592 417 059 335 258 3,01
16 A-Cadineno SNO 22,744 1526 041 083 1,74 211 0,18 0 0 0,71 053 353 39 333 03 243 146 184
17 g\llze)r(-)lidol SO 23,915 1566 142 103 113 1,18 1,95 0 0 102 207 62 382 55 099 189 105 173
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18

19

20

21

Globulol

1- Epi-
Cubenol

a- Muurolol

Valerianol

SO

SO

SO

SO

24,51
25,769
26,279

26,811

1586

1626

1642

1658

5,60
2,15
0,76

4,90

2,45
1,47
0,51

5,99

3,06
2,1
0,87

7,24

3,87
2,61
1,04

79

4,03
2,12
1,12

2,65

0

0

0

0

0

0

0,98
1,16
1,02

3,75

3,62
2,52
0,39

4,62

2,17
2,08
0,72

7,55

1,51
1,74
0,49

4,19

33 4,99
443 23
0,72 1,11
10,14 3,68

3,63 3,04
2,46 1,78
0,81 0,78

7,17 6,11

3,75
3,11
1,62

6,55

* MNO — monoterpeno ndo oxigenado; MO — monoterpeno oxigenado; CA — Composto aromatico; SNO — sesquiterpeno ndo oxigenado; SO — sesquiterpenos oxigenado.
L1F1 — Estacdo Experimental da Epagri, folhas velhas e queda foliar; L1F2 — Estacdo Experimental da Epagri, folhas novas e botdes florais; L1F3 — Estacdo Experimental da
Epagri, floragdo; L1F4 — Estacdo Experimental da Epagri, frutificacdo; L2F1 — Morro Grande, folhas velhas e queda foliar; L2F2 — Morro Grande, folhas novas e bot6es
florais; L2F3 — Morro Grande, floracdo; L2F4 — Morro Grande, frutificacdo; L3F1 — Bom Retiro, folhas velhas e queda foliar; L3F2 — Bom Retiro, folhas novas e botdes
florais; L3F3 — Bom Retiro, floragdo; L3F4 — Bom Retiro, frutificacdo; L4F1 — Pedras Brancas, folhas velhas e queda foliar; L4F2 — Pedras Brancas, folhas novas e botdes
florais; L4F4 — Pedras Brancas, frutificagdo.



