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RESUMO

O lupulo é atualmente cultivado quase que exclusivamente para fabricacdo de cerveja.
O Brasil é o terceiro maior produtor mundial da bebida, contudo € grande importador
de lapulo, devido a auséncia de cultivo nacional estabelecido. O interesse pelo lupulo
esta nos cones (inflorescéncias femininas), onde estdo presentes as estruturas
sintetizadoras de lupulina, que é composta por resinas, compostos fenolicos e 6leos
essenciais, responsaveis pelas propriedades bioativas. Fatores ambientais
influenciam teores dos compostos bioativos, tanto quanto a variedade e condicdes de
cultivo. A anatomia de estruturas secretoras vegetais possibilita entender o
funcionamento da planta e assim desenvolver técnicas para incremento na producao.
Sendo assim, O objetivo deste trabalho foi descrever morfologicamente a parte aérea
do lupulo, identificar tricomas que ocorrem na inflorescéncia e avaliar a densidade e
anatomia dos tricomas peltados, determinar o teor de 6leo essencial e compostos
fendlicos totais de cinco variedades de ldpulo cultivadas sob manejo organico e
convencional na cidade de Botucatu — SP, a fim de gerar informacdes que subsidiem
o cultivo de ldpulo no estado de S&o Paulo. O experimento foi conduzido em
delineamento em blocos casualizados, em parcelas subdivididas 2 x 5, sendo fator
principal: sistemas de cultivo; e fator secundario: variedades. Para descricdo
morfologica foram feitos registros fotograficos e descritas as caracteristicas da planta.
O comprimento dos cones foi obtido através da média de 30 amostras. Para
identificacdo de tricomas e densidade de tricomas peltados foram feitas micrografias
em microscopio eletrbnico de varredura (MEV). Para anatomia e histoquimica,
amostras de cones foram fixadas em formalina neutra tamponada, e processadas
seguindo as técnicas usuais de anatomia vegetal e submetidas a corantes e
reagentes. O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo em aparato tipo Clevenger,
cujo rendimento foi determinado com base na matéria seca. O teor de compostos
fendlicos foi determinado pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau. Os
resultados obtidos mostraram que os tratamentos néo influenciaram o comportamento
morfologico das plantas, porém, maiores médias de comprimento de cones foram
observadas em sistema organico nas variedades Cascade e Chinook. Foram
identificados trés tipos de tricomas na inflorescéncia: tector, glandular peltado e
glandular bulboso, independente dos tratamentos utilizados. Para densidade de
tricomas nas bracteas, houve diferenga apenas entre variedades, onde, a ‘Cascade’
apresentou maior média e a ‘Hallertau Mittelfrueh’ menor. Para densidade de tricomas
nas flores houve interagao significativa entre os sistemas e variedades, com exce¢ao
da ‘Nugget’, as variedades apresentaram médias superiores em manejo organico,
com destaque para ‘Hallertau Mittelfrueh’ e ‘Chinook’. A analise histoquimica revelou
presenca de polissacarideos, amido, lipideos, compostos fendlicos e proteinas nos
tricomas peltados. Quanto ao teor de 0leo essencial ndo houve interferéncia dos
sistemas de producdo, entretanto houve das variedades, a ‘Hallertau Mittelfrueh’
apresentou menores teores. Para compostos fendlicos ndo houve diferenca
significativa. Foram verificadas correla¢des positivas entre densidade de tricomas nas
bracteas com teor de 6leo essencial, densidade de tricomas nas flores com teor de



compostos fendlicos, teor de 6leo essencial com teor de compostos fendlicos, e
comprimento de cone com teor de compostos fendlicos. De maneira geral, nas
condi¢cBes estudadas, se destacam as variedades Chinook e Cascade, e o sistema
organico de producéo.

Palavras-chave: Bioativos. Lupulina. Lapulo. Microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Morfologia.



ABSTRACT

Hop is currently grown almost exclusively for the brewing industry. Brazil is the third
largest producer of beer of the world, however is a big importer of hop, due to the lack
of established national cultivation. The interest in hop is related to the cones (female
inflorescences), where the synthesizing structures of lupulin are present, which is
composed of resins, phenolic compounds and essential oils, which are responsible for
bioactive properties. Environmental factors influence contents of bioactive compounds
as much as the variety and conditions of cultivation. The anatomy of plant secretory
structures makes possible to understand the functioning of the plant and thus develop
techniques for increasing production. Thus, the aim of this work was to describe
morphologically the aerial part of the hop, identify, evaluate the density and anatomy
of the trichomes that occur in the inflorescence, determine essential oil content and
total phenolic compounds of five hop varieties cultivated in organic and conventional
systems in the city of Botucatu - SP, to generate information that subsidizes hops
growing in the state of S&o Paulo. The experiment was conducted in completely
randomized design, in 2 x 5 split-plot, being the main factor: cultivation systems, and
the secondary factor: varieties. For morphological description, photographic records
were made and the characteristics of plant were described. The length of cones was
obtained by averaging 30 samples. For identification of trichomes and density of
glandular peltate trichomes, were made micrographs of scanning electron microscopy
(SEM). For anatomy and histochemistry cones samples were fixed in FNT, and
processed following the usual techniques of plant anatomy and subjected to dyes and
reagents. The essential oil was obtained by hydrodistillation in Clevenger apparatus,
whose yield was determined based on dry matter. The phenolic compounds content
was determined using the Folin-Ciocalteau spectrophotometric method. The results
obtained showed the treatments did not influence the morphological behavior of the
plants, however, higher mean cones lengths were observed in the organic system, and
in the varieties Cascade and Chinook. Three types of trichomes were identified: tector,
glandular peltate and glandular bulbous, regardless of the treatments. For trichome
density in bracts, was a difference only between varieties, where ‘Cascade’ had a
higher average and ‘Hallertau Mittelfrueh’ less. Regarding density of trichomes in
flowers, there was a significant interaction between systems and varieties, except
‘Nugget', the varieties show higher averages in organic system, with emphasis on
'Hallertau Mittelfrueh’ and 'Chinook’. Histochemical analysis revealed the presence of
polysaccharides, starch, lipids, phenolic compounds and proteins in the glandular
peltate trichomes. For essential oil content, was no difference between the systems,
however was between the varieties, in both systems the ‘Hallertau’ showed lower
levels. For phenolic compounds was no significant difference. Positive correlations
were observed between density of trichomes in bracts with essential oil content,
density of trichomes in flowers with phenolic compounds content, essential oil content
with phenolic compounds content, and cone length with phenolic compounds content.
In general, under the conditions studied, the Chinook and Cascade varieties, and the
organic production system stood out.

Keywords: Bioactive. Hop. Lupulin. Scanning electron microscopy (SEM).
Morphology.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de cerveja, com producédo anual de
13,3 bilhdes de litros, com 117 mil hectares de é&rea cultivada com matéria-prima
(cereais), gerando faturamento de R$ 77 bilhdes, equivalente a 2% do PIB
(SINDCERV, 2017). Contudo, o pais se destaca como maior importador de lupulo da
América do Sul, adquirindo o produto da Alemanha (55%) e Estados Unidos (43%),
ao custo de aproximadamente de US$ 35 milhdes ao ano, que equivale a 2,4 mil
toneladas de lupulo (CERVBRASIL, 2016; SILVA, 2017). Condicao essa que torna a
producdo da bebida mais onerosa e de qualidade reduzida, em decorréncia do
transporte e tempo de armazenamento do lUpulo, isso ocorre devido & auséncia de
producédo nacional estabelecida, mesmo diante da alta demanda interna (FAO STAT,
2015; CEOLA, 2020).

O interesse comercial pelo lUpulo se da essencialmente pelas inflorescéncias
femininas, também chamadas de cones, onde estdo presentes as estruturas
sintetizadoras e armazenadoras de lupulina (MARCOS et al., 2011). Essas estruturas
secretoras, contém grandes quantidades de resinas, compostos fendlicos e 6leos
essenciais (FARAG e WESSJOHANN, 2013), substancias essas responsaveis pelas
propriedades medicinais anti-inflamatdrias, antibacterianas, antioxidantes, dentre
outras (KONDO, 2003; COWAN, 1999; SAKAMOTO e KONINGS, 2003). A resina
encontrada nos cones € constituida por alfa e beta acidos, que conferem a cerveja o
sabor. Os 0leos essenciais sdo compostos quimicos responsaveis pelo aroma
(RODRIGUES, MORAIS e CASTRO, 2015). Os polifen6is contribuem para a
coloracdo, além de promover estabilidade coloidal da espuma através da
complexacdo com proteinas (BOULTON, 2013). Esses compostos também atuam na
manutenc¢ao das caracteristicas sensoriais do produto final, além de auxiliar na saude,
pois possuem acdo antioxidante, que é caracterizada pela capacidade de doar um
atomo de hidrogénio a um radical livre (BOULTON, 2013; GIADA e MANCINI FILHO,
2006).

Fatores ambientais influenciam a formagéao de teores de compostos ativos, que
compdem uma das caracteristicas mais importantes na avaliacdo da qualidade do
lUpulo. Apesar da existéncia do controle genético, a expressdo dos metabdlitos
especializados pode sofrer modificacbes resultantes da interacdo de processos

bioquimicos, fisiolégicos, ecologicos e evolutivos (LINDROTH et al.,, 1987). Os
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metabdlitos apresentam uma intensa interface quimica entre as plantas e o meio, logo,
sua sintese é frequentemente afetada por condi¢des ambientais (KUTCHAN, 2001).

Deste modo, o rendimento de 6leo essencial assim como seu perfil quimico é
dependente da variedade em questdo, tanto quanto da localizacdo geogréfica e
condicbes de cultivo. Também do grau de maturidade no momento da colheita,
meétodo de secagem empregado e, tempo e condicBes de armazenamento, uma vez
que se tratam de compostos volateis que sdo extremamente sensiveis a alteracfes
nas suas concentragdes e composicao (VENSKUTONIS, 1997; JELIAZKOVA et al.,
2018).

A descricéo e classificacdo das estruturas vegetais e suas funcdes sao objetos
de estudo da anatomia vegetal. Estas informacdes podem identificar tendéncias
adaptativas e auxiliar no entendimento do funcionamento das plantas em diversas
condicBes ambientais (DICKISON, 2000). Concomitante, a histoquimica é utilizada
para a identificacdo de substancias, local de sintese e/ou de armazenamento no
vegetal, por meio da aplicacdo de reagentes e solugcdes (DORES, 2007). Sendo
assim, o uso destas técnicas possibilitam que estratégias de manejo sejam adotadas
com maior eficiéncia para incremento na producdo de metabdlitos de interesse
(DORES, 2007; GOBBO NETO; LOPES, 2007).

No Brasil, estudos sobre o cultivo de lupulo sdo ainda insipientes, embora seja
o terceiro maior produtor mundial de cerveja, consequentemente, com alta demanda
interna de matéria-prima. Assim o cultivo do ldpulo nacional € uma importante
estratégia para fomento da cadeia produtiva, de modo a possibilitar o desenvolvimento
de produtos com identidade 100% brasileira. Visto que a composi¢cao quimica e teor
dos Oleos essenciais, compostos estes de interesse comercial para industria
cervejeira e farmacéutica, sdo influenciados tanto por fatores genéticos, quanto
caracteristicas agronbmicas e condicdes ambientais dos locais de cultivo
(LAFONTAINE et al., 2018), estudos que relacionem técnicas de cultivo, morfologia
das variedades, densidade de tricomas e composi¢cdo da secrecdo sao importantes
para indicar estratégias de cultivo e variedades com maior potencial econdémico.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi descrever morfologicamente a parte
aérea do lapulo, identificar, avaliar a densidade, anatomia e histoquimica de tricomas
gue ocorrem na inflorescéncia, e determinar o teor de 6leo essencial e compostos

fendlicos totais de cinco variedades de IUpulo cultivadas sob manejo organico e
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convencional na cidade de Botucatu — SP, a fim de gerar informacdes que subsidiem

o cultivo de lapulo no estado de Séo Paulo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Luapulo (Humulus lupulus L., Cannabaceae) e variedades

O género Humulus pertence a familia Cannabaceae, que em 2003 foi inserida
a ordem Rosales (APG II, 2003), sendo representado por trés espécies: Humulus
lupulus L., Humulus scandens (Lour.) Merr. e Humulus yunnanensis Hu (The Plant List
2013). Apenas a espécie H. lupulus apresenta importancia medicinal e industrial
(SPOSITO et al., 2019).

O H. lupulus (lapulo) € nativo da Europa e Asia Ocidental, trata-se de uma
espécie perene, herbacea, dioica, anemdfila e trepadeira dextrogira (JELIAZKOVA et
al., 2018; SPOSITO et al., 2019). Com miltiplas aplicabilidades, ¢ uma planta
alimenticia, medicinal, com propriedades de conservacdo, comumente utilizado na
induUstria cosmética, e alternativa de fonte de fibra para industria textil. Contudo, seu
cultivo de forma massal € destinado a industria cervejeira, o que perfaz expressivos
97% da producao mundial de lapulo (RAISER, 2011; JELIAZKOVA et al., 2018).

O etnoconhecimento em relacdo ao lupulo descende da antiguidade. No século
I, o escritor romano Plinio, descreveu o ldpulo (H. lupulus) como uma planta
comumente encontrada em jardins e sendo uma espécie horticola muito popular,
consumido da mesma forma que o0s aspargos. Registros da antiga Babilbnia
mencionam “sicera exluplis confectam”, “bebida forte feita de Iupulo”. Em tempos
medievais o lapulo era utilizado para prolongar o prazo de validade de bebidas
(JELIAZKOVA et al., 2018).

O lupulo é utilizado medicinalmente ha mais de 2000 anos. Os primeiros
registros datam do século XI, quando Arabicmedicus Mesue descreveu seus efeitos
antiinflamatorios. Em 1158, a abadessa e botanica alema, Hildegard von Bingen,
confirmou indiretamente suas propriedades antimicrobianas. O manuscrito Jardim da
Saude (Andnimo 1485) descreve o efeito do Iapulo no tratamento de infecgdes de
ouvido. No século XVI, o botanico alemao Hieronymus Bock documentou a primeira
aplicacdo do lupulo na ginecologia (KOETTER e BIENDL 2010). Desde o século XVIII,
inflorescéncias do lupulo eram colocadas em travesseiros para combater a insbnia
(SPOSITO et al., 2019).
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O lapulo é considerado uma commodity em varios paises. Em 2018, os Estados
Unidos foi o maior produtor da cultura, seguido da Alemanha, com producao de 48492
e 32527 toneladas, respectivamente (FAO, 2018).

O ldpulo é um dos principais ingredientes da cerveja, o Brasil o terceiro maior
produtor da bebida do mundo (SINDCERYV, 2017). Entretanto, a auséncia de cultivo
nacional de lapulo estabelecido, leva o pais ser um grande importador. Cerca de 2,4
mil toneladas de IUpulo sdo importadas ao ano, ao custo de aproximadamente US$
35 milhdes (CERVBRASIL, 2016; SILVA, 2017).

O cultivo da espécie no Brasil é recente e passa por fases experimentais, ocorre
de maneira geral em pequena escala. Contudo, esse cenario vem se modificando, a
area de plantio de lapulo na safra 17/18 foi de 18 hectares (SARNIGHAUSEN et al.,
2017). Os estados que possuem areas de cultivo sdo: Sdo Paulo, Minas Gerais,
Distrito Federal, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Rio Grande do Sul, Rio Grande do
Norte, Santa Catarina e Parana (ALMEIDA, 2020).

O interesse comercial pelo lupulo esta nas inflorescéncias femininas, também
denominadas cones, que sao constituidas, majoritariamente por resinas (15-30%),
Oleos essenciais (0,5-3%), proteinas (15%), polifendis (4%), ceras (tracos-25%),
celulose (43%) e aminoacidos (0,1%). A estrutura do cone consiste hum eixo central
no qual estdo inseridas as bracteas que protegem as flores pistiladas, nesses 6rgaos
se desenvolvem os tricomas glandulares peltados, conhecidos como glandulas de
lupulina (ALMAGUER et al., 2014). O valor do lapulo estd especialmente nessas
glandulas que secretam diferentes acidos, 6leos essenciais e polifendis. A essas
substancias sdo conferidas as propriedades antiinflamatérias, antibacterianas e
organolépticas, que caracterizam a qualidade do lapulo (KRALJ et al., 1991).

O ldpulo é cultivado predominantemente em regides de clima temperado,
entretanto, alguns pesquisadores apontam a possibilidade de produgéo em diferentes
climas, incluindo regides semiaridas, maritimas, umidas continentais e subtropicais,
devido a grande quantidade de variedades disponiveis adaptadas a condicdes
climaticas distintas (KAVALIER et al., 2011).

Grande guantidade de variedades de lupulo foi desenvolvida no mundo todo,
variando o rendimento da biomassa, adaptacéo climatica, desempenho agronémico e
producdo de metabdlitos especializados (PATZAK et al.,, 2010). As diferentes
variedades podem contrastar na propor¢cao e composicdo de metabdlitos, e ainda

dentro de uma mesma variedade as oscila¢des do perfil quimico é normal, uma vez



20

gue é dependente dos fatores edafoclimaticos e bidticos externos (RONG et al., 2000;
BARTH, 2005). Sendo assim, o sistema de producao pode influenciar diretamente na
produtividade e qualidade.

O cultivo do lupulo gira em torno da producéo de cerveja, por isso as variedades
sdo tradicionalmente classificadas com base na sua composi¢cao quimica, em: lupulo
de amargor, de aroma ou duplo propésito. Esta distincdo é de grande importancia ao
mestre cervejeiro, que ira fazer a selecdo de variedades particulares para adicionar
sabores e aromas a bebida. A utilizacdo do lapulo nas cervejarias € estabelecida,
portanto, de acordo com seus 6leos essenciais e alfa e beta-acidos, ou seja, com a
guantidade de compostos que conferem aroma e sabor (ROBERTS e WILSON, 2006).
Tais compostos manifestam perfis quimicos distintos em fungéo da interagéo genotipo
x ambiente. Algumas das variedades cultivadas mundialmente foram listadas a seguir.

‘Cascade’: Origem: Estados Unidos. Lancada em 1972, resultado do
cruzamento entre ‘Serebrianka’ e ‘Fuggle’. Com potencial produtivo de 2017 a 2465
kg/ha, cones com 4,5 a 7% de alfa-acidos, 4,5 a 7% de beta-acidos e 0,8 a 1,5 mL de
Oleos essenciais/100g. Foi a primeira cultivar comercialmente aceita, com amargor
relativamente baixo e aroma médio com tons florais e citricos, representa 10% de todo
[Gpulo produzido nos Estados Unidos. Se desenvolve em areas mais quentes e tolera
solos alcalinos. Susceptivel a acaros, com notavel resisténcia ao mildio e é
ligeiramente suscetivel ao oidio (BROOKS et al.,1972; SPOSITO et al., 2019).

‘Chinook’: Origem: Estados Unidos. Lancada em 1985, proveniente do
cruzamento entre ‘Peltham Golding’ e ‘63012M’. Com potencial produtivo de 2000 a
2400 kg/ha, cones com 12 a 14% de alfa-acidos, 3 a 4% de beta-acidos e 1,5 a 2,5
mL de Oleos essenciais/100g. Super alfa hibrido de alto vigor e rendimento, de dupla
aptidao, sendo amargo/aromatizante com aroma pesado; picante, pinho-resinoso com
notas de toranja. Maior resisténcia a mildio e pragas em relacdo a maioria das
variedades (KENNY e ZIMMERMANN, 1986; SPOSITO et al., 2019).

‘Columbus’: Origem: Estados Unidos. A linhagem exata da ‘Columbus’ é
desconhecida. Com potencial de producéo de 2000 a 2500 kg/ha, seus cones podem
apresentar de 14 a 18% de alfa-acidos, 4,5 a 6% de beta-acidos e 1,5 a 2 mL de 6leos
essenciais/100g. Variedade de duplo propésito, de amargor triploide, aroma forte,
citrico, herbério e resinoso, popularmente usada em dry hopping. Tolerante ao calor e

a solo alcalino, cresce em solos arenosos se devidamente fertilizado. Alta



21

susceptibilidade a oidio e mildio em condi¢des de elevada umidade (HAUNOULD et
al., 1976; SPOSITO et al., 2019).

‘Hallertau Mittelfrueh’. Origem: Alemanha. Nativa da regido de Hallertau, muito
usada em programas de melhoramento, considerada um ldpulo nobre. Com potencial
produtivo de 800 a 1100 kg/ha, possui concentracéo de 3 a 5,5% de alfa-acidos, 3 a
5% de beta-acidos e 0,7 a 1,3 mL de 6leos essenciais/100g. E um lipulo aromatico,
cultivado em grande parte da regiao sul da Alemanha, possui valores muito baixos de
amargor, de aroma floral sutil e especiarias. Requer solos &cidos, bem drenados, ricos
em acidos humicos. Pouco tolerante a alta temperatura durante a fase reprodutiva.
Suscetivel a mildio, oidio e outras doencas fungicas. (KOHLMANN e KASTNER, 1975;
SPOSITO et al., 2019)

‘Nugget’: Origem: Estados Unidos. Langada em 1982, resultante do cruzamento
diploide entre ‘Brewers Gold’ e um macho de alto teor de alfa-acido com boas
propriedades de armazenamento (USDA65009 X USDA63015M). Com potencial
produtivo de 1700 a 2200 kg/ha, seus cones apresentam 12 a 14,5 % de alfa-acidos,
4 a 6 % de beta-acidos e 1,7 a 2,3 mL de 6leos essenciais/100g. E uma importante
variedade de amargor nos EUA e Alemanha, de aroma forte com notas de ervas
verdes (ndo citricas). Se desenvolve bem em solos mais acidos, ricos em acido
hamico. Mostra-se resistente ao mildio, oidio e prunus necrotic ring-spot virus.
(HAUNOULD et al., 1984; SPOSITO et al., 2019).

1.2Estruturas secretoras e metabolismo secundario

As plantas sao capazes de produzir grande variedade de secrecdes. Das mais
simples, como as solu¢des aquosas ricas em sais, aminoacidos e agucares, as mais
complexas, que podem conter centenas de compostos tanto do metabolismo priméario
(como proteinas, polissacarideos), qguanto do secundario (como terpenos, alcaldides).
Em muitos casos esses exsudados séo bioativos, que contribuiram e ainda
contribuem para o sucesso evolutivo e perpetuacdo de espécies (ASCENSAO, 2007).

As secrecdes podem ser sintetizadas ou apenas armazenadas e eliminadas em
células especializadas, que podem ocorrer isoladamente (idioblastos) ou constituirem
estruturas diferenciadas (cavidades, ductos, emergéncias, laticiferos e tricomas)
(FAHN, 1979). A morfologia dessas estruturas € altamente diversificada, ndo havendo

relacédo entre seu formato e a secrecéo produzida (FAHN 1990; DICKISON, 2000).
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Plantas de uma mesma espécie podem apresentar diferencas anatdmicas,
fisiologicas e morfolégicas de acordo com o habitat que estdo inseridas (LARCHER,
2000). Desse modo, os metabdlitos produzidos também podem exibir diferentes
guantidades e proporc¢des relativas dos componentes das secrecdes (GOBBO NETO;
LOPES, 2007). Portanto, qualquer pratica de manejo no cultivo deve ser ponderada,
ao passo que planta esta dinamicamente relacionada com o ambiente.

O conjunto de reagdo quimicas que ocorrem no interior das células de todos os
organismos vivos é denominado metabolismo. Nas células vegetais o metabolismo se
divide em primario e secundario, embora ocorra estreita relacdo entre as rotas que
sintetizam ambos os metabdlitos (CASTRO, 2004; PERES, 2004).

O metabolismo primario é definido como conjunto de processos metabdlicos que
desempenham func¢Bes vitais nos vegetais, tais como: fotossintese, respiracdo e
transporte de solutos. Os compostos envolvidos no metabolismo priméario tém
distribuicdo universal nas plantas, que compreendem o0s aminoacidos, nucleotideos,
lipidios, carboidratos e clorofila (PERES, 2004).

O metabolismo secundario, ou especializado, gera compostos que ndo possuem
distribuicdo universal, pois ndo sao necessarios e/ou sintetizados por todas as
espécies (PERES, 2004). Através da fotossintese, as plantas sintetizam compostos
organicos, que séo os precursores dos metabdlitos especializados (CASTRO, 2004).
Esses sdo classificados de acordo com suas vias biossintéticas em trés grandes
grupos: terpenos, compostos fendlicos e alcal6ides. Os terpenos séo sintetizados a
partir do 4cido mevalénico ou do piruvato e 3-fosfoglicerato. Os compostos fendlicos
sdo derivados do &cido chiquimico ou acido mevalbnico. E os alcaloides sé&o
provenientes de aminoacidos aromaticos, os quais sédo derivados do acido chiquimico,

e também de aminoéacidos alifaticos (PERES, 2004) (Figura 1).

Figura 1 - Vias de sintese dos metabdlitos especializados

Piruvato 3 Acetil-CoA

l |

Metileritritol fosfato ~ Acido mevaldnico  Acido chiquimico === Aminoacidos aromaticos Aminoacidos alifaticos
L Terpenos 4J L Compostos fendlicos L Alcaloides J

Fonte: Adaptado de Dewick (2001).
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Os metabolitos especializados sao elementos caracteristicos de certas espécies
e podem ser o resultado da adaptacdo ao ambiente, no que diz respeito a
sobrevivéncia e perpetuacdo dos individuos, uma vez que sdo fundamentais ao
mecanismo de defesa das plantas (CASTRO, 2004; SAMUNI-BLANK et al., 2012).
Portanto, estes compostos sdo normalmente sintetizados de acordo com as
necessidades especificas das plantas, sendo dependente das condicBes ambientais,
das interacdes com outras plantas e da ocorréncia de predacao (SAVITHRAMMA et
al., 2011).

O exsudado encontrado nas inflorescéncias do lapulo € conhecido como
lupulina, que € estritamente dependente das rotas de sintese dos metabdlitos
especializados, uma vez que possui em sua composicdo de forma majoritaria:
terpenos: linalol, mirceno e a-humuleno; compostos fenolélicos: humulonas (a-acidos)

e lupulonas (B-acidos); e flavondides: xanthohumol (FARAG et al., 2012).

1.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sé@o sintetizados por diferentes rotas, por isso sdo um
grupo bastante heterogéneo do ponto de vista metabdlico. Suas rotas metabdlicas
basicas sdo: rota do acido maldnico e do acido chiquimico (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Quimicamente, os fendlicos sao definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais
(LEE et al., 2005). Variam desde moléculas simples até moléculas com alto grau de
polimerizacao e estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a agUcares e
proteinas (BRAVO, 1998), razao pela qual sdo multifuncionais. Existem cerca de cinco
mil fendis, dentre eles, destacam-se os flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples,
cumarinas, taninos e ligninas (SHAHIDI; NACZK, 1995).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos é decorrente da sua capacidade
de agir como interruptor de radicais livres, sendo muito eficientes na prevencéo da
autoxidacao (SHAHIDI et al., 1992). Este mecanismo de acao presente nas plantas,
desempenha importante papel na reducdo da oxidacdo, além de conservar a
qualidade do alimento. O consumo de alimentos ricos em compostos fendlicos reduz
o risco de desenvolvimento de diversas patologias (RAMARATHNAM et al., 1995). A

atividade anticarcinogénica dos fendlicos tem sido alvo de diversos estudos, atribui-
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se ao resveratrol, quercetina, acido caféico e flavondis tal potencial (PIMENTEL et al.,
2005).

No lupulo os compostos fendlicos correspondem em média a 4% da massa seca
dos cones, que incluem grande variedade de compostos com distintas caracteristicas
guimicas, como, flavonoides, flavan-3-ois, prenilflavonoides, taninos, acidos fendlicos,
estilbenos, entre outros (GOIRIS et al., 2014).

Na fabricacdo da cerveja os compostos fendlicos do lapulo juntamente aos do
malte, sdo responsaveis pela atividade antioxidante, prevenindo a ocorréncia de
processos oxidativos, incrementando também na estabilidade e sabor. De modo geral,
0s compostos fendlicos de baixa massa molar do lapulo atuam como antioxidantes,
sequestradores de radicais livres, inibidores de lipoxigenases e quelando metais de
transicéo envolvidos em processos oxidativos. Em contrapartida, os compostos de alta
massa molar podem formar complexos com as proteinas da bebida, acarretando em
instabilidade coloidal com a consequente formacdo de turbidez e nebulosidade
(RONG et al., 2000).

Medicinalmente os compostos fendlicos do lUpulo apresentam grande potencial,
gue vem sendo cada vez mais explorado. Entre tais compostos, o flavonoide 8-
prenylnaringenina € um potente fitoestrogeno utilizado para alivio de sintomas
provocados pela menopausa, também como suplemento dietético, além de apresentar
acdo antidiabética. O xanthohumol que vem sendo estudado como agente
quimiopreventivo, pesquisas desenvolvidas na Bélgica, mostraram que o flavonodide

prenilado inibe o desenvolvimento do cancer de prostata (SPOSITO et al., 2019).

1.2.2 Oleo essencial

Os Oleos essenciais sao constituidos por substancias provenientes de
diferentes rotas metabdlicas, majoritariamente por monoterpenos e sesquiterpenos,
também por fenilpropandides, ésteres e outros elementos de baixo peso molecular
(CASTRO et al., 2004; CRAVEIRO e QUEIROZ, 1993).

Devido a volatilidade dos seus constituintes sao obtidos por destilacéo,
hidrodestilacdo ou destilagéo por arraste a vapor, de uma planta ou de suas partes;

ou pelo processo mecanico, denominado expressao (FIGUEIREDO et al., 2014).
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Os teores de 0leos essenciais dos cones secos do H. lupulus variam de 0,5 -
3%. Sua composicdo quimica é complexa, com cerca de 485 compostos ja
identificados, pertencentes as classes dos monoterpenos, sesquiterpenos, cetonas,
ésteres e aldeidos (EYRES et al., 2007).

A fracdo de hidrocarbonetos terpenos ocorre em maior escala, podendo
corresponder de 50% a 80% do Oleo essencial, sendo o mirceno (monoterpeno)
composto majoritdrio com até 60% da constituicdo do 6leo. Os sesquiterpenos
cariofileno, a-humuleno e B-farneseno, juntamente ao mirceno s&o 0s compostos mais
relevantes para o aroma, representando juntos aproximadamente 80% do total dos
Oleos essenciais, sendo o percentual relativo desses oscilante de acordo com a
variedade (ALMAGUER et al., 2014; YAN et al., 2018).

O conteudo total de déleo essencial assim como sua composi¢ao pode variar de
acordo com a variedade em questdo, com as condi¢cfes de cultivo, época de colheita
(grau de maturacédo), método de secagem, oxidacdo aérea, tempo e condi¢cdes de
armazenamento (HOWARD e SLATER, 1957). Bullis e Likens (1962) sugerem que 0

rendimento também pode ser ligeiramente influenciado pela sazonalidade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacdo da area experimental

O experimento foi implantado no “Pomar Didatico”, do Departamento de
Horticultura da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP, Campus Botucatu
(latitude 22°50° S, longitude 48°26°W; altitude 791 m). Segundo Kdppen (1948), clima
classificado como subtropical com verao quente (Cfa).

Durante o periodo das safras (set — fev/mar de 2018-2020), a temperatura média
minima foi de 18,13°C e maxima de 28,34°C, com precipitacdo pluviométrica de
1120,17 mm (Figura 2). O solo é do tipo Nitossolo Vermelho e suas caracteristicas

guimicas foram definidas através de analise de solo.

Figura 2 - Dados climaticos de 2018, 2019 e janeiro a maio de 2020
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3.2 Tratamentos e delineamento experimental

Foi adotado o delineamento experimental em blocos casualizados, em esquema
de parcelas subdivididas 2 x 5, sendo fator principal (parcela) sistemas de cultivo:
convencional e organico; e fator secundario (subparcela) variedades de IUpulo:

‘Cascade’, ‘Columbus’, ‘Chinook’, ‘Hallertau Mittelfrueh’ e ‘Nugget’, com quatro blocos,
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e quatro plantas uteis por parcela. As variedades foram selecionadas em funcao da

disponibilidade de mudas comerciais no pais e foram adquiridas de viveiro idéneo.
As caracteristicas avaliadas referem-se a morfologia da parte aérea da planta e

andlises das estruturas secretoras de cones de lupulo, teor de 6leo essencial e

compostos fendlicos, frente as condi¢cdes estabelecidas.

3.3 Caracterizacao do cultivo

Para preparo do solo foi realizada escarificacdo a 40 cm, seguida de aracao e
gradagem, com posterior sulcagem nas linhas de plantio. A correcdo e adubacao de
plantio foram feitas mediante as andlises quimicas de solo, seguindo recomendac¢éao
nutricional estabelecida para cultura em literatura internacional. Para correcéo do solo
foi usado calcario e gesso, para adubacao de plantio foram aplicados 2 kg/metro linear
de esterco bovino curtido no sulco em ambos os sistemas, e no sistema convencional
foi adicionado superfosfato triplo, e no sistema orgéanico Yoorin master®.

O plantio das mudas foi feito em covas em novembro de 2018, em espacamento
3,0 m x 1,0 m. Nas entrelinhas do lupulo foram semeadas espécies de adubacéao
verde: crotalaria (Crotalaria breviflora) no veréo; aveia preta (Avena strigosa) e nabo

forrageiro (Raphanus sativus) no inverno (Figura 3).
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Figura 3 - Implantacdo do experimento para cultivo de lapulo. (A)

Gradagem durante o preparo do solo. (B) Correcéo e adubacéo. (C) Piantio das

mudas em covas. (D) Nabo forrageiro como adubo verde (seta)

Os fatores de diferenciagdo entre os sistemas de cultivo dizem respeito a
adubacéo e controle fitossanitario, onde, o cultivo organico foi conduzido de acordo
com o regulamentado estabelecido pela Lei N° 10.831, de 23 de dezembro de 2003 e
o Regulamento Técnico da Instrucao Normativa 46, de 06/10/2011, complementada
pela IN 17, de 18/06/2014.

Cultivo convencional:

As adubactes foram realizadas de acordo com a necessidade observada em
analises quimicas do solo. Na primeira safra a adubag&o de cobertura nitrogenada foi
realizada com nitrato de calcio e ureia, a adubacédo potassica com cloreto de potéssio,
e a de micronutrientes com MIB®. Para controle fitossanitario, diante de infestacdo de
acaro rajado foram feitas aplicacbes de Abamex® (Abamectina). Para controle de
formigas foi aplicado nos olheiros encontrados Regent® (Fipronil). Para combate de
oidio (Podosphaera macularis) foi realizada pulverizacdo de Folicur® (Tecobunazol).
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Na segunda safra a adubac&o de cobertura nitrogenada seguiu com nitrato de
calcio e ureia, foi também adicionado cama de frango proveniente de sistema
convencional, a adubacado potassica com cloreto de potassio, e a de micronutrientes
com MIB®. Foi também feita a adubac¢éo boratada com acido boérico, adubacéo foliar
com sulfato de zinco. O controle fitossanitario de acaro e formiga foi idéntico ao da
primeira safra, houve ocorréncia de lagartas que foram controladas com Dipel®

(Bacillus thuringiensis).

Cultivo orgéanico:

As adubactes foram realizadas de acordo com a necessidade observada em
analises quimicas do solo. Na primeira safra para adubac¢édo nitrogenada foi utilizado
esterco bovino curtido, biomassa de crotalaria e torta de mamona, a adubacéo
potassica foi feita com sulfato de potassio. Para controle fitossanitario, devido a
ocorréncia de acaro, foram feitas aplicacdes de calda sulfocalcica, o controle de
formigas foi feito com Bioisca®. Para combate de oidio (P. macularis) foram realizadas
pulveriza¢des com leite cru e calda bordalesa.

Na segunda safra a adubacdo nitrogenada foi feita com bokashi, composto
vegetal, torta de mamona, cama de frango de sistema organico, e biomassa de nabo
forrageiro, crotalaria e guandu. Para adubacdo potassica foi utilizado sulfato de
potassio, para adubacédo fosfatada Yoorin®, para a boratada acido boérico, e também
foi feita adubacao com farinha de osso. Foram feitas pulverizagdes com biofertilizante
SuperMagro e ativagao biolégica do solo com EM (Microrganismos Eficientes). Para
controle fitossanitario preventivo de pragas foram feitas aplicacbes de Metharizium +
Beuaveria bassiana. O controle curativo de acaro foi feito com calda sulfocalcica, o de

formigas com Bioisca®, e o de lagartas com Dipel® (Bacillus thuringiensis).

3.3.1 Tratos culturais

Para conducao do lupulo foram instalados postes de eucalipto com 6 m de altura,
em cada poste foram usados como esteio dois mourdes em diagonal. Cabos de acgo
conectaram os postes formando um quadrado, arames foram presos nos cabos e
esticados paralelamente as linhas de plantio, com 1 m de distancia entre eles. Para
fazer a conducgédo das plantas em “V” foram fixadas cordas de sisal do arame até a
superficie do solo, sendo puxados dois fios por planta, onde foram selecionados o0s
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ramos mais vigorosos e com a forma hexagonal, (PERAGINE, 2011), para serem
conduzidos no sisal no sentido horéario.

Foi instalada irrigacéo por gotejamento automatizada pelo ASI (MEDICI et al.,
2010), equipamento que maneja a umidade com base na tensiometria, contando com
duas linhas de fita gotejadora para cada linha de plantio, com espacamento entre 0s
emissores de 0,5 m e 0,4 m entre as fitas.

Nas entrelinhas dos dois sistemas foram cultivadas espécies de adubacao verde
duas vezes ao ano, que posteriormente eram ro¢cadas no momento de iniciacao floral.
A biomassa era toda depositada como cobertura mulching nas linhas do sistema
organico.

O controle de plantas espontaneas foi realizado, quando necessério, de forma
mecanica atraves de rogagem, capina e arranquio.

Na primeira safra foi feito como controle fitossanitario preventivo a limpeza das
folhas do baixeiro (até 1m de altura) do Idpulo, em decorréncia do aparecimento do
oidio (P. macularis). Na 22 safra foi realizada poda rente ao solo, de todos 0s primeiros
brotos emergentes p6s dorméncia, afim de uniformizar a brotacdo, eliminar ramos
ladrdes e favorecer a emergéncia de ramos mais vigorosos. Em ambas safras foram

realizadas podas dos ramos ndo conduzidos nos sisais no momento da conducéo.

3.4 Avaliacbes

3.4.1 Descri¢cdo morfolégica e comprimento de cones

Para descricdo morfologica foram feitos registros fotograficos, e descritas as
caracteristicas da parte aérea da planta juntamente ao respectivo manejo necessario
para o cultivo da espécie. Tais caracteristicas foram habito de crescimento e aspectos
morfoldgicos de caule, inflorescéncias e flores.

O comprimento dos cones foi obtido através da média de 30 amostras. Para
iSso, 0s cones foram enfileirados rente a uma fita métrica, o resultado total foi entéo
divido por 30 (Figura 4).
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Figura 4 — Mensuracédo dos cones

Campos - 2020

3.4.2 Identificacédo de tricomas e densidade de tricomas glandulares peltados

A identificacdo dos tricomas foi realizada por meio de anéalise em microscopio
eletrbnico de varredura (MEV). Para determinacdo da densidade dos tricomas
glandulares peltados foi computada a frequéncia das estruturas ainda presas, assim
como as cicatrizes deixadas apés o desprendimento, foram analisadas as bracteas,
na regiao abaxial em dois pontos, e o célice das flores pistiladas na superficie abaxial,
em area de 1,26 mm?,

Para tanto foram coletadas quatro amostras de cones da segunda safra, de cada
um dos tratamentos no ponto de maturidade fisiolégica (fevereiro-marco de 2020). O
material foi fixado em FNT (formalina neutra tamponada: formaldeido 37% + fosfato
de sddio dibasico heptaidrato + fosfato de sédio monobasico monoidratado + agua
destilada) (Lillie 1965) durante 48 horas, seguidamente desidratado em série etandlica
crescente, e conservado em etanol 70%. Posteriormente as amostras foram levadas
ao Laboratério da Anatomia Vegetal do Instituto de Biociéncias da UFMS — Campus
de Campo Grande - MS para o prosseguimento das analises.

As amostras foram submetidas a desidratacdo até etanol absoluto, em
sequéncia ao ponto critico de CO2 em aparelho Polaron CPD 7501, fixadas em fita de
carbono sobre suporte metalico, e revestidas com fina camada de ouro em
equipamento Denton Vacuum Desk lll. As micrografias foram feitas através de
microscoépio eletrénico de varredura (MEV) modelo JEOL-JSM 6380 LV, no Instituto
de Fisica da UFMS.
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3.4.3 Andlise anatbmica e histoquimica do tricoma glandular peltado

Para anatomia e histoquimica do tricoma peltado, as amostras de cones
passaram pelo mesmo processamento descrito no item anterior de fixacao,
desidratacdo até a conservacdo em etanol 70%. Para prosseguimento das anélises
segmentos das bracteas junto as flores pistiladas, da regido mediana dos cones,
foram submetidos a desidratacéo etandlica em série até 100%. Em seguida foram
infiltradas em resina histoldgica (Historesin, Leica), seccionadas em plano transversal
(7 um de expessura), em micrétomo rotativo Leica RM 2145, e montadas as laminas.

A presenca dos compostos quimicos é revelada por meio da comparacéo entre
a coloracao diferencial produzida pelas secrecfes apds exposicdo aos diferentes
testes histoquimicos em relacdo a cor natural dos tricomas secretores. Para as
andlises anatdmicas, o material foi corado com azul de toluidina 0,05% em pH 6,5.
Para identificacdo e localizagdo dos principais compostos, as amostras foram
submetidas aos reagentes: Schiff/acido periddico — PAS para reconhecimento de
polissacarideos neutros (JENSEN, 1962), Lugol para amido (JOHANSEN, 1940),
Sudan black B para lipideos totais (PEARSE, 1972), solucéo de cloreto férrico 10%
para compostos fendlicos (JOHANSEN, 1940), e azul de bromofenol para proteinas
(MAZIA et al., 1953). A documentacdo dos resultados para posteriores avaliacdes,
foram realizadas utilizando maquina fotografica digital MoticamPro 252B acoplada a

microscoépio de luz Nikon eclipse Ci.

3.4.4 Teor de 6leo essencial

Os cones foram colhidos nos periodos de fevereiro-margco de 2020, secos em
estufa a 35°C, até atingir cerca de 10% de teor umidade. Posteriormente o material foi
armazenado em sacos plasticos e mantidos em freezer até 0 momento da extracao.

A extracdo ocorreu no laboratorio de Plantas Medicinais do departamento de
Horticultura da UNESP - FCA, Botucatu — SP. Para tanto foram utilizadas 50 gramas
de cones de cada parcela, que passaram por trituragdo em moinho, e em seguida
submetidos a hidrodestilagdo em aparato tipo Clevenger, onde, em balado de 2 L foi
inserido o material junto a 1L d’agua deionizada, cada ciclo com duracéo de 90 minutos
apos levantar fervura. O teor de 6leo essencial foi determinado com base na matéria

seca ((gramas de 6leo/gramas de matéria seca).100).
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3.4.5 Teor de compostos fendlicos totais

O teor total de compostos fendlicos do extrato etandlico dos cones foi
determinado através do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA, 1999). A composicao deste reagente inclui o
acido fosfotungstico e acido fosfomolibdico, que sé@o reduzidos pelos extratos a partir
da dissociacdo de um proéton, que acarreta na formacdo do fenolato. Este anion é
capaz de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu formando 6xido de tungsténio e 6xido
de molibdénio, que possuem coloracdo azul, detectavel no comprimento de 760 nm
do espectro possibilitando a quantificacdo dessas substancias através da
espectrofotometria. Assim, ao fim da reacdo a coloracdo é tanto mais azul quanto
maior a quantidade compostos fendlicos (PIRES et al. 2017).

Para isso, cones secos foram triturados em moinho, posteriormente foi pesada
cerca de 0,1 grama do material em tubo falcon, adicionado 10 mL de etanol 80%. Em
seguida as amostras foram levadas para o banho ultrassénico por quinze minutos e
realizada a centrifugacdo a 3500 rpm durante trinta minutos. Para a realizacdo da
andlise, uma aliquota de 0,2 mL do sobrenadante foi transferida para um tubo de
ensaio e adicionado 0,3 mL de etanol 80%, 2,5mL do reagente Folin Ciocalteau,
diluido em agua 1:10 e 2 mL de carbonato de sddio 4%, logo apds os tubos foram
deixados em repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A absorbéancia foi medida em
espectrofotometro BEL 1105 a 760 nm. Uma amostra em branco foi conduzida nas
mesmas condi¢des e os resultados dos compostos fendlicos totais foram expressos

em equivalente de acido galico, com base em uma curva de calibragdo do mesmo.

3.5 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, através do programa
computacional SISVAR (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Descricao morfolégica e comprimento dos cones

O comportamento morfolégico durante a fase vegetativa da espécie foi
semelhante em ambos manejos e entre variedades.

O lupulo é uma planta perene, trepadeira ramificada, dextrogira (rotagcdo no
sentido horario ou a direita), sem gavinhas, que se fixa através de pelos aderentes ao
sistema de conducéo (Figura 5 A, B). De crescimento indeterminado, a parte area da
planta é formada por ramos primarios, que crescem verticalmente, e ramos laterais
gue podem conter apenas folhas ou serem mistos, com folhas e inflorescéncias
(SPOSITO et al., 2019). Sendo assim o tutoramento das plantas se faz necessario e
indispensavel, uma vez que esta diretamente relacionado com a produtividade.

Por se tratar de uma planta dioica, onde as inflorescéncias femininas (Figura 5
C, D, E) detém o interesse comercial, as areas de cultivo contam apenas com plantas
fémeas, logo, a propagacéo do lupulo é feita de forma vegetativa através de estacas
herbaceas ou rizomas (SPOSITO et al., 2019).

A inflorescéncia feminina do ltpulo ou cone (Figura 5 D, E), é constituida por
uma raquis, na qual estdo inseridas as flores e as bracteas (SPOSITO et al., 2019),
nesses 6rgados se desenvolvem tricomas glandulares peltados. Esses tricomas séo
fracamente presos, por um pedunculo de apenas quatro células, portanto 0 manuseio
durante a colheita e o beneficiamento deve ser feito de forma cuidadosa a fim de evitar
perdas (VERZELE e KEUKELEIRE, 1991).
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Figura 5 — Aspecto geral da morfologia de Humulus lupulus L.. A: Trepadeira
sem gavinhas, ramificada. B: Detalhe dos ramos herb&ceos dextrogiros, que se
fixam através de pelos aderentes. C: Pelos aderentes (setas). D: Fase de
florescimento. E: Cones em fase final de desenvolvimento. F: Seccao
longitudinal do cone, com destaque para a localizagcdo dos tricomas
glandulares peltados na bractea (seta branca) e flor (seta preta)

As flores pistiladas do lapulo tém origem nas axilas das bracteas estipulares
(Figura 6 A), que podem ocorrer isoladas ou em pares (KUBITZKI, 1993). Observa-se
gue a flor é revestida por uma grande quantidade de tricoma peltado (Figura 6 B, C,
D).
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Figura 6 — Imagens capturadas através de estereomicroscopio (A,BeD) e
microscopia de luz (C), detalhando a flor pistilada e tricomas glandulares
peltados de Humulus lupulus L.. (A) Flor (seta branca) protegida pela bractea
(seta preta). (B) Flor pistilada com calice recoberto de tricomas glandulares.
(C) Seccao transversal da base da flor pistilada com sua bractea; destaque
para a maior quantidade de tricomas glandulares aderidos ao calice (seta
preta) em relacao a bractea (seta branca). (D) Tricomas glandulares peltados

presentes na superficie abaxial do célice da flor
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Houve influéncia significativa dos tratamentos sobre o comprimento médio dos
cones de forma isolada (Tabela 1). As médias de comprimento foram superiores no
sistema organico (3,55 cm). Para variedades, maiores comprimentos foram
constatados na ‘Cascade’ e ‘Chinook’, e menor na ‘Hallertau’, com 3,56; 3,37 e 2,78

cm, respectivamente.
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Ressalta-se que cada variedade tem suas proprias caracteristicas morfolégicas
particulares, incluindo o tamanho do cone, que também é dependente das condicdes
edafocliméticas (ROBERTS e WILSON, 2006).

Tabela 1 - Comprimento de cones de variedades de Humulus lupulus L.,
cultivadas em sistemas convencional e organico

Tratamentos Comprimento de cones (cm)
Sistemas de cultivo

Convencional 297+04b
Organico 3,55+0,5a
p-Value < 0,05
Variedades

Cascade 3,37+0,7a
Chinook 356+05a
Columbus Milttelfrueh 3,27+0,4 ab
Hallertau 2,78+0,3b
Nugget 3,33+x0,4ab
p-Value < 0,05

Os valores sao expressos em média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras diferentes na coluna
diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

O rendimento de cones por area plantada depende de uma série de fatores que
influenciam direta ou indiretamente a producdo. Dos quais, o tamanho do cone, afeta
diretamente a produtividade (HAUNOLD, et al. 1983). O comprimento do cone é um
parametro utilizado no momento da colheita, nesse periodo 0os cones atingem seu
tamanho méaximo, que esta associado ao ponto de maturidade fisioldgica (CEH e
ZMRZLAK, 2012).

A medida que os cones se alongam em decorréncia do crescimento das
bracteas, os tricomas glandulares responsaveis pela sintese e armazenamento dos
terpenofendlicos se desenvolvem. Estudos realizados por Kavalier et al. (2011),
revelam que existe uma relagéo direta entre o desenvolvimento dos cones e o acumulo
de metabdlitos especializados.

Entretanto, cones de tamanho excessivo dificultam o processo de secagem,
pois requerem mais tempo, podendo acarretar em perda de qualidade, quando este
nao € bem planejado (RAUT, et al. 2020).
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4.2 Tipos de tricomas

Em todas as variedades de H. lupulus avaliadas foram identificados trés tipos
de tricomas na inflorescéncia em ambos sistemas de producao (Figura 7): tricoma
tector (Figura 7B), tricoma glandular bulboso (Figura 7E) e tricoma glandular peltado
(Figura 7G). A distribuicdo dos diferentes tipos de tricomas varia de acordo com a
regido analisada das bracteas e flores pistiladas.

O tricoma tector (Figura 7B), também chamado de nao glandular foi constatado
em maior quantidade na face abaxial das bracteas (Figura 7A). Tricomas tectores sédo
considerados estruturas de protecdo mecanica contra fatores externos, como,
herbivoros, patdgenos, radiacao ultravioleta, calor extremo e perda excessiva de agua
(VALKAMA et al., 2003). As bracteas também possuem funcdo de protecdo
(ENDRESS, 1994), sendo assim, as bracteas dotadas de numerosos tricomas
tectores funcionam como barreira protetora para as flores pistiladas do lapulo.

O tricoma glandular bulboso (Figura 7E) é formado por duas células basais,
duas células pedunculares e a cabeca glandular é constituida por quatro a oito células
(OLIVEIRA e PAIS, 1988). Esse tricoma sintetiza e armazena terpenofendis e 6leo
essencial (OLIVEIRA e PAIS, 1988; KAVALIER et al.,, 2011), entretanto sua
contribuicdo com o montante final € infima comparado ao tricoma peltado, uma vez
gue seu tamanho é diminuto, assim como sua densidade, ocorrendo principalmente
nas bracteas (Figura 7 C, D).

O tricoma glandular peltado (Figura 7G) sintetiza e armazena metabdlitos
especializados, aos quais sdo atribuidas as propriedades medicinais, bem como séo
responsaveis por conferir a cerveja aroma e sabor, bioatividades essas que despertam
o interesse comercial pela cultura (SRECEC et al., 2011; JELIAZKOVA et al., 2018).
Nota-se que tais tricomas ocorrem preferencialmente na regiao basal da face abaxial
das bracteas, e ainda, em maior intensidade na face abaxial do céalice das flores

pistiladas (Figura 7F).



39

Figura 7 — Eletromicrofotografias de varredura dos tricomas e suas
distribuicBes em bracteas e flores pistiladas de Humulus lupulus L.. Regido
mediana da superficie abaxial da bractea com intensa presenca de tricomas

tectores (A). Tricoma tector sob superficie abaxial da bractea (B). Regido basal

da bractea, com presenca de tricomas glandulares peltados (seta branca) e

glandulares bulbosos (seta preta) (C). Regido mediana da bréactea, com
tricomas tectores e glandulares bulbosos (setas) (D). Tricoma glandular

bulboso sob superficie abaxial da bractea. (F) Flor pistilada com destaque para

os tricomas glandulares peltados em diferentes estagios (E). Tricoma
glandular peltado na ultima fase da morfogénese - maturidade, sob superficie
do célice daflor (G)

e 1898 8m
Fotos: Olivia Pak Campos -:2020
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4.3 Densidade de tricoma glandular peltado

Foi detectada diferenca significativa para densidade de tricomas peltados nas
bracteas entre as variedades (Tabela 2, Figura 8). Com destaque para a ‘Cascade’,
que apresentou média de 8,19 tricomas.1,26 mm2. Em contrapartida, a ‘Hallertau
Mittelfrueh’ foi a variedade que apresentou menor densidade de tricomas (3,44

tricomas.1,26 mm-3).

Tabela 2 - Densidade de tricomas glandulares peltados (1,26 mm?) na superficie
abaxial de bracteas de variedades de lGpulo, cultivadas em sistema
convencional e organico

Tratamentos Densidade de tricomas na bractea

Sistemas de cultivo

Convencional 6.30£3.1a
Organico 7.00+x3.7a
p-Value 0.37
Variedades

Cascade 8.19+29a
Chinook 744 +4.1ab
Columbus 794 +3.1ab
Hallertau Mittelfrueh 344+18b
Nugget 6.25+ 2.8 ab
p-Value <0.05

Os valores sdo expressos em media + desvio padrdo. Valores seguidos por letras diferentes na coluna
diferem significativamente (Teste Tukey, p < 0,05).

Houve interacdo significativa entre os sistemas de cultivo e variedades para
densidade de tricomas peltados no célice das flores pistiladas (Tabela 3, Figura 9).
Em relac&o aos sistemas, quatro das variedades apresentaram maiores densidades
guando cultivadas em manejo organico, apenas a ‘Nugget’ apresentou maior
densidade em sistema convencional. Entre as variedades, no convencional, a
‘Chinook’ e ‘Nugget’ apresentaram cerca de 33% a mais de tricomas que a ‘Cascade’,

no organico a ‘Chinook’ e ‘Hallertau’ apresentaram 25% mais tricomas que as demais.
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Tabela 3 - Densidade de tricomas glandulares peltados (1,26 mm?) na superficie
abaxial do calice de flores de variedades de lupulo, cultivadas em
sistema convencional e organico

Sistemas de cultivo

Variedades

Convencional Organico
Cascade 50.12+7.9cB 70.75 £ 6.7 bA
Chinook 73.75+2.4aB 88.12+ 9.5 aA
Columbus 56.75 + 10 bcB 72.50 + 15.2 bA
Hallertau Mittelfrueh 71.37 £ 4.7 abB 92.12 +5.8 aA
Nugget 76.37 £ 4.3 aA 59.50+ 7.7 bB
p-Value <0.001

Os valores séo expressos em média = desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra minUsculas na
coluna nédo diferem estatisticamente para variedade, médias seguida da mesma letra mailsculas na
linha ndo diferem estatisticamente para sistema de cultivo, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Segundo Neve (1991), existem grandes oscilacdes entre as diferentes
variedades no que diz respeito ao numero de tricomas peltados nos cones, essas
diferencas sdo comercialmente de grande relevancia, uma vez que, Sa0 esses
tricomas que contém os elementos que tem valor para industria. Patzak et al. (2015),
ao analisarem diferentes variedades de lapulo, concluiram que a densidade de
tricomas peltados esta estreitamente correlacionada com o teor de alfa-acidos, beta-
acidos e polifendis.

Sendo assim, variedades que possuem maior densidade de tricomas peltados,
e um sistema de cultivo que promova o0 incremento dessa caracteristica séo

desejaveis.
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Figura 8 — Densidade de tricomas nas bracteas de variedades de Humulus
lupulus L. em manejo convencional e organico. Cascade convencional (A),
Chinook convencional (B), Columbus convencional (C), Hallertau convencional
(D), Nugget convencional (E). Cascade orgéanico (F), Chinook orgénico (G),
Columbus orgéanico (H), Hallertau organico (l). Nugget organico (J)

[ D F’
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Figura 9 — Densidade de tricomas no calice das flores de variedades de
Humulus lupulus L. em manejo convencional e organico. Cascade
convencional (A), Chinook convencional (B), Columbus convencional (C),
Hallertau convencional (D), Nugget convencional (E). Cascade orgéanico (F),
Chinook organico (G), Columbus orgéanico (H), Hallertau orgéanico (I). Nugget
organico (J)

188 um
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4.4 Anatomia e histoquimica do tricoma glandular peltado

O tricoma glandular peltado se origina de uma célula protodérmica, e ao final
de seu desenvolvimento € constituido por quatro células basais, quatro células
pedunculares e uma cabeca glandular composta por um disco de 30 a 72 células
secretoras e uma cavidade subcuticular (Figura 10) (OLIVEIRA e PAIS, 1988).

Figura 10 - Detalhes do tricoma glandular peltado. Seccéo longitudinal do
tricoma; note células basais (cb); células pedunculares (cp); células secretoras
(csc); espaco entre as células secretoras e a cuticula que forma a cavidade
subcuticular (cs) (A). Eletromicrografia de varredura; note as cicatrizes
deixadas apds o desprendimento do tricoma peltado (setas), evidenciando as
guatro células basais e pedunculares (B)

it mpos - 2020

Antes da fase secretora possuem formato concavo, semelhante a uma taca
(Figura 11A, B), esses tricomas desenvolvem seu formato pontiagudo conforme
ocorre o preenchimento da cavidade subcuticular com secrecéo (Figura 11 C, D, E,
F), que é decorrente do processo da hiossintese e acumulo da secrecdo denominada

lupulina, que por sua vez, é rica em 6leos essenciais e compostos fendlicos. Por este
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motivo esses tricomas sdo também conhecidos como de glandulas de lupulina
(SUGIYAMA et al., 2006; NAGEL, 2008).

Figura 11 — Detalhes do tricoma glandular peltado em microscopia eletronica
de varredura (A, C, E) e microscopia de luz (B, D, F). (A, B) Disco do tricoma
completamente formado, em forma de tagca, com inicio do acumulo de lupulina
(seta). (C, D) Estagio de intensa biossintese e acumulo de lupulina (seta). (E, F)
Tricoma maduro, em formato bicone (seta)
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Todos os reagentes utilizados indicaram resposta positiva em todas as
variedades sob o manejo organico e convencional (Tabela 4). Foi detectada forte
reacdo com o Sudan black B, indicando acentuado acumulo de substancias de
natureza lipidica tanto no espaco subcuticular quanto nas células secretoras do
tricoma peltado (Figura 12 C).

Nas demais avaliacbes ndo foi possivel identificar presenca dos compostos
testados na cavidade subcuticular do tricoma, devido as sec¢bes obtidas nao
permitem tal visualizacdo. Entretanto, foi constatada a presenca de polissacarideos
neutros, graos de amido, substancias lipofilicas, compostos fendlicos e proteinas nas

células que compdem a cabeca do tricoma (Figura 12D, E, F e G).

Tabela 4 - Resultados dos testes histoquimicos realizados nos tricomas
glandulares peltados em flores e bracteas de variedades de
Humulus lupulus L.

Reagente Composto identificado CAS CHI COoL HM NUG Fig.
PAS Polissacarideos neutros + + + + + 12 E
Lugol Amido + + + + + 12D
Sudan black B Lipideos totais + + + + + 12C

Compostos fendlicos

Cloreto férrico . + + + + + 12 F
totais
Azul de .
Proteinas + + + + + 12 G
bromofenol

CAS- Cascade; CHI- Chinook; COL- Columbus; HM- Hallertau Mittelfrueh; NUG- Nugget; (+) presenca.

Santagostini, et al. (2019) ao realizarem estudos histoquimicos dos tricomas
peltados do lupulo, também identificaram intensa resposta ao reagente que identifica
lipideos, no interior da cavidade subcuticular. Oliveira e Pais (1988) também
detectaram através dos testes presenca de fenais.

Parte dos resultados estdo associados a constituicdo da estrutura dos tricomas,
e nao necessariamente com o0 exsudado secretado, como & o caso dos
polissacarideos (OLIVEIRA e PAIS, 1988), que pode se estender também ao amido e

proteinas.
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Figura 12 - Fotomicrografias dos tricomas glandulares peltados de Humulus
lupulus L. das cinco variedades estudadas: analises histoquimicas. Sem
reagente (A, B). Presenca de substancias lipofilicas apds reagdo com Sudan
black B (C). Presenca de graos de amido (seta) revelados pelo reagente Lugol
(D). Presenca de polissacarideos ap0s reacdo com PAS (E). Presenca de
compostos fendlicos (seta), reacdo com cloreto férrico (F). Presenca de
proteinas (seta), em reagente azul de bromofenol (G)

10pm
Fotos: Olivia Pak
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4.5 Teor de Oleo essencial e compostos fendlicos totais

N&o houve diferenca significativa entre os sistemas de producéo para teor de
oleo essencial. Entretanto, houve entre as variedades, onde no sistema convencional
de producdo a variedade Nugget apresentou 56% a mais de rendimento que a
‘Hallertau Mittelfrueh’. No sistema organico a variedade Columbus apresentou 69% a
mais de rendimento que a ‘Hallertau Mittelfrueh’ (Tabela 5).

Para compostos fendlicos ndo houve diferenca significativa entre as variedades
tampouco para sistemas de producdo (Tabela 5). Entretanto salienta-se que a
variedade Hallertau apresentou cerca de 21% menos compostos fendlicos que a

meédia das demais variedades no sistema convencional, e 9% no sistema organico.

Tabela 5 — Teor de 6leo essencial (%) e compostos fendlicos (mg equivalente
acido gélico por 100g de massa seca) de cones de variedades de
Humulus lupulus L. cultivadas em sistemas convencional e organico

Teor de compostos fendlicos totais

Tratamentos Teor de 6leo essencial (%) (mg EAG/100g de massa seca)

Sistemas de cultivo

Convencional 0,53+0,2a 3327,17£631,5a
Orgénico 0,53+0,2a 2980,70 + 500,8 a
p-Value 0,96 0,22

Variedades

Cascade 0,60+0,1a 3158,54 + 8123 a
Chinook 0,58+0,1a 3244,44 + 678,4 a
Columbus 0,63+0,2a 3138,54 £ 489,2 a
Hallertau Mittelfrueh 0,25+0,1b 2748,40 £ 325,0 a
Nugget 0,59+0,1a 3479,94 + 383,2 a
p-Value < 0,001 0,13

Os valores sdo expressos em média + desvio padrao. Médias seguidas pela mesma letra na coluna
nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos para 0leo essencial corroboram com a literatura, uma vez
gue relatam que a variedade Hallertau Mittelfrueh, quando comparado as demais
variedades estudadas, apresenta teores de 6leo mais baixo (SPOSITO et al., 2019).

Os teores encontrados, estdo dentro da média geral de 0,50 a 3,0% da massa
dos cones secos (ALMAGUER et al., 2014), variando de 0,54 a 0,72%, com excecao
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da variedade Hallertau Mittelfrueh que apresentou rendimento de 0,22 e 0,28.
Considerando que se trata do segundo ano de cultivo, a cultura ainda ndo se
estabeleceu completamente (SALMON e WORDMALD, 1921), ou seja, hdo expressou
seu potencial maximo de producéo, justificando os baixos teores encontrados.

Os compostos fendlicos do lupulo diferentemente do 6leo essencial ndo sao
sintetizados e armazenados exclusivamente nos tricomas peltados (DURELLO, et al.
2019), encontram-se também nas bracteas e no eixo central da inflorescéncia, com
excecdo dos prenilflavondides (xanthohumol, isoxanthohumol e compostos
relacionados), que sdo encontrados majoritariamente nas glandulas de lupulina
(ROBERTS e WILSON, 2006). Suas rotas de sintese também se diferenciam, por
estes motivos, ndo apresentam necessariamente 0 mesmo comportamento estatistico
do 6leo essencial.

Embora os tratamentos ndo tenham apresentado influéncia sobre a quantidade
de compostos fendlicos, ressalta-se que, Goiris e colaboradores (2014), ao estudarem
os polifendis e sua relacdo com a palatabilidade da cerveja, constataram que estes
compostos séo ativadores de sabor. Sendo assim, variedades que apresentam altos
teores de compostos fendlicos sdo interessantes a industria cervejeira.

Ainda que os sistemas de producdo ndo tenham influenciado em ambas
variaveis é interessante salientar que muitas vezes o cultivo organico promove o
incremento dos metabdlitos especializados, como descrito por Keukeleire et al. (2007),
que, ao estudarem variedades de ldpulo cultivadas em sistema organico e
convencional na Bélgica, concluiram que o primeiro pode promover o aumento do teor
de metabolitos. E Solarska et al. (2015), que, cultivando lUpulo organico na Polbnia,
encontraram significativo aumento de xanthohumol, flavan-3-ols e proantocianidinas,

em relacdo ao cultivado no sistema convencional.

4.6 Correlacdo de Pearson

Com base nos testes aplicados (ANOVA, teste t e correlacdo de Pearson) é
possivel afirmar que a densidade de tricomas nas bracteas possui alta correlacdo
positiva com teor de Oleo essencial (r = 0,81), e a densidade de tricomas nas flores
possui alta correlacdo positiva com o teor de compostos fendlicos (r = 0,95) (Tabela

6). Essa tendéncia é explicada pela composi¢édo da lupulina secretada pelos tricomas
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peltados, que é rica em Oleo essencial e compostos fendlicos (LIBERATORE, et al.,
2019).

O teor de Oleo essencial se correlaciona alta e positivamente com o teor de
compostos fendlicos (r = 0,92) (Tabela 6). Os 6leos essenciais e os fendlicos partilham
da mesma rota metabdlica do acido maldnico (TAIZ; ZEIGER, 2013), as condi¢cdes
experimentais podem ter beneficiado tal rota, resultando na correlacéo positiva entre
as variaveis.

O comprimento de cone apresentou correlacdo positiva alta com teor de
compostos fenolicos (r = 0,63) (Tabela 6). Uma vez que os fendis sdo encontrados
também nas bracteas e no eixo central da inflorescéncia do lupulo (ROBERTS e
WILSON, 2006), o tamanho do cone ira influenciar diretamente na quantidade desses
compostos.

Sendo assim, se atesta que parametros morfolégicos e anatdmicos possuem

alta aplicabilidade em relacéo a padrdes produtivos.

Tabela 6 — Estimativas das correlacdes de Pearson entre densidade de tricomas
nas flores (DTF), densidade de tricomas nas bracteas (DTB),
comprimento de cone (CC), teor de 6leo essencial (OE) e teor de
compostos fendlicos totais (CF) de variedades de Humulus lupulus L.
cultivadas em sitemas convencional e organico

DTF DTB CcC OE CF
DTF 1 0,2388 0,1843 0,1029 0,9496*
DTB 1 0,0029 0,8132* 0,0783
CcC 1 0,4835 0,6299*
OE 1 0,9226*
CF 1

*: Significativos a 5% de probabilidade pelo teste t.
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5 CONCLUSOES

Os sistemas convencional e organico de cultivo, e as variedades Cascade,
Chinook, Columbus, Hallertau Mittelfruen e Nugget, ndo influenciaram o
comportamento morfolégico das plantas, contudo, o comprimento dos cones foi
afetado pelos tratamentos de maneira isolada, onde, 0 sistema organico incrementou
o tamanho desses, e as variedades Cascade e Chinook apresentaram meédias de
comprimento superiores as demais.

Através de eletromicrografias capturadas por MEV foram identificados trés tipos
de tricomas presentes nos cones, tais quais, tector, glandular bulboso e glandular
peltado, ndo havendo interferéncia dos tratamentos sobre a ocorréncia desses.
Ressalta-se a intensa presenca de tricomas peltados na superficie abaxial do calice
das flores, sendo assim, com notavel contribuicdo com o montante total de compostos
de interesse do lupulo.

Com relacéo a densidade de tricomas peltados nas bracteas, os sistemas de
cultivo ndo influiram, entretanto, houve diferenca entre variedades, sendo a Cascade
a que apresentou maiores valores. Para densidade de tricomas nas flores, houve
interacdo significativa entre os tratamentos, onde, todas as variedades exceto a
‘Nugget’, apresentaram maiores médias em conducdo organica, destacando-se a
‘Chinook’ e ‘Hallertau Mittelfrueh’.

A anatomia e histoquimica dos tricomas peltados foram iguais em todos os
tratamentos, com reacgéo de todos 0s corantes testados, as respostas variando entre
secrecao e estruturacao dos tricomas.

O teor de 6leo essencial ndo foi afetado pelos sistemas de producéo, mas, foi
pelas variedades, sendo a ‘Hallertau Mittelfrueh’ a menos produtiva. Os compostos
fendlicos totais ndo apresentaram diferenciacao frente aos tratamentos.

Foram verificadas correlagbes positivas entre densidade de tricomas nas
bracteas com teor de 6leo essencial, densidade de tricomas nas flores com teor de
compostos fenolicos, teor de 6leo essencial com teor de compostos fendlicos, e
comprimento de cone com teor de compostos fendlicos. Evidenciando que parametros
morfoanatdmicos possuem alta aplicabilidade em relacéo a padrbes produtivos.

De maneira geral, nas condi¢gdes estudadas, se destacam a variedade Cascade
e Chinook, e o sistema organico de producéo.
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