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RESUMO GERAL

Os 6leos essenciais de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia DC.) apresentam
potencial bactericida, anti-inflamatério e antifungico. Fatores abidticos podem afetar,
guantitativamente e qualitativamente, a producdo dos Gleos essenciais, bem como as estruturas
gue os secretam. O estudo teve como objetivos avaliar a influéncia da estagdo seca e chuvosa no
rendimento e na composi¢do quimica dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia, bem como na
densidade de tricomas glandulares das folhas e a atividade dos dleos essenciais contra fungos do
género Aspergillus e Fusarium. Para isso, foram realizadas coletas das partes aéreas de 15
individuos de uma populagdo de B. dracunculifolia nos meses de setembro de 2021 e marco de
2022, respectivamente. Os 6leos essenciais das folhas foram extraidos por hidrodestilacdo em
aparato Clevenger e a analise da composicao quimica foi determinada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e a cromatografia gasosa bidimensional
abrangente acoplada a espectrometria de massas (CGxXCG-EM). A densidade dos tricomas
glandulares das folhas foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura. Os 6leos essenciais
foram testados contra fungos Aspergillus nomius; Fusarium graminearum e Fusarium
verticillioides, através de diluicdo em diferentes concentragdes em meio de cultura BDA contendo
emulsificante, para a determinacdo das porcentagens de inibicdo. O rendimento dos 6leos
essenciais foi maior na estagdo chuvosa (0,70%) quando comparado com a estacgdo seca (0,53%).
Os principais constituintes nos 0leos essenciais foram trans-nerolidol, B-pineno, limoneno e
espatulenol, com porcentagens que variaram de individuo para individuo e de acordo com a
estacdo coletada dando indicios de variabilidade quimica intraespecifica e de influéncias sazonais
na composicdo. Analises estatisticas multivariadas indicaram variacdo na composi¢do quimica
dos 0leos essenciais entre os individuos de uma mesma populagdo de B. dracunculifolia, tanto
entre as estacGes de coleta, quanto na mesma coleta. Ndo foram observadas variacGes
significativas na contagem de tricomas glandulares entre as estac@es seca e chuvosa, porém foram
detectadas diferencas entre as superficies abaxiais e adaxiais dos individuos. Foi observado que
0s Oleos essenciais de B. dracunculifolia apresentaram potenciais inibitdrios contra o0s
fitopatdgenos. Alguns individuos de B. dracunculifolia apresentaram maior potencial antifingico,
destacando-se 1BD02 (25,30% contra A. nomius e 24,42% contra F. verticillioides), 1BD05
(19,67% contra F. verticillioides), 1BD06 (40,24% contra F. graminearum), 2BD06 (28,40%
contra F. graminearum) e 2BD13 (contra F. verticillioides), 72 horas ap6s a inoculacdo dos
esporos.

Palavras chave: sazonalidade; substancias volateis; composi¢do quimica; cromatografia
gasosa bidimensional abrangente (CGxCG-EM); microscopia eletronica de varredura (MEV);

antifangicos naturais



GENERAL ABSTRACT

The essential oils of Baccharis dracunculifolia DC., commonly known as "alecrim-do-
campo,” exhibit bactericidal, anti-inflammatory, and antifungal potential. Abiotic factors can
quantitatively and qualitatively affect the production of essential oils, as well as the structures that
secrete them. The objectives of this study were to evaluate the influence of the dry and rainy
seasons on the yield and chemical composition of B. dracunculifolia essential oils, as well as on
the density of glandular trichomes on the leaves and the activity of the essential oils against fungi
of the Aspergillus and Fusarium genera. To accomplish this, aerial parts were collected from 15
individuals of a B. dracunculifolia population in September 2021 and March 2022, respectively.
The essential oils from the leaves were extracted by hydrodistillation using a Clevenger apparatus,
and the chemical composition was determined by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS) and comprehensive two-dimensional gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GCxGC-MS). The density of glandular trichomes on the leaves was evaluated
using scanning electron microscopy. The essential oils were tested against fungi of the Aspergillus
and Fusarium genera by diluting them at different concentrations in potato dextrose agar medium
containing an emulsifier to determine the inhibition percentages. The yield of essential oils was
higher during the rainy season (0.70%) compared to the dry season (0.53%). The main detected
constituents were trans-nerolidol, B-pinene, limonene, and spathulenol, with percentages varying
among individuals and according to the season of collection, indicating intra-specific chemical
variability and seasonal influences on composition. Multivariate statistical analyses indicated
variation in the chemical composition of essential oils among individuals within the same B.
dracunculifolia population, both between collection seasons and within the same collection. No
significant variations in the count of glandular trichomes were observed between the dry and rainy
seasons, but differences were detected between the abaxial and adaxial surfaces of the individuals.
It was observed that the essential oils of B. dracunculifolia exhibited inhibitory potential against
phytopathogens. Some individuals of B. dracunculifolia showed higher antifungal potential,
notably 1BDO02 (25.30% against A. nomius and 24.42% against F. verticillioides), 1BD05
(19.67% against F. verticillioides), 1BD06 (40.24% against F. graminearum), 2BD06 (28.40%

against F. graminearum), and 2BD13 (against F. verticillioides), 72 hours after spore inoculation.

Keywords: seasonality; volatile substances; chemical composition; comprehensive two-
dimensional gas chromatography (GCxGC-MS); scanning electron microscopy (SEM); natural

antifungals.



1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil é reconhecido como um dos paises com maior biodiversidade do mundo,
gracas a sua ampla variedade de biomas e ecossistemas. A flora brasileira apresenta a
maior diversidade genética vegetal do planeta, o que confere ao pais um enorme potencial
para o desenvolvimento socioeconémico através da producdo de corantes, 6leos vegetais,
gorduras, fitoterapicos e compostos com propriedades terapéuticas, como o0s 06leos
essenciais, que possuem atividades antioxidantes e antimicrobianas. Esses recursos
naturais sdo de grande importancia para a economia e para a saide humana, destacando

a relevancia da preservacdo e da utilizacéo sustentavel da biodiversidade brasileira.

O clima da regido do Cerrado é composto por longos periodos de seca, que vao de
abril a setembro, seguido de longos periodos de chuva, que vdo de outubro até marcgo. O
Cerrado é uma das regides mais biodiversas do Brasil, com grande variedade de espécies
de fauna e flora, o que o torna um importante patriménio natural do pais. Entretanto, a
importancia desse bioma ainda € pouco conhecida pela sociedade e sua preservacao
enfrenta desafios, como a expansdo agropecuaria e a falta de politicas publicas efetivas
de conservacao (KLINK e MACHADO, 2005). Apesar disso, ¢ fundamental reconhecer
e valorizar a biodiversidade do Cerrado, ndo apenas pela sua relevancia cientifica e
ecologica, mas também pelos beneficios econdmicos que podem ser gerados a partir dela,

como a produgéo de alimentos, medicamentos e outros produtos.

A familia das Asteraceae representa cerca de 8 a 10% de toda a flora global,
abrigando aproximadamente 22.750 espécies em 1.620 géneros, possuindo diversas
espécies de interesse econémico, suprindo interesses farmacéuticos, agricolas, industriais
e ornamentais (DEL VITTO & PETENATTI, 2009; DEL VITTO & PETENATTI, 2015).
Somente no Brasil, ocorrem mais de 2.000 espécies desta familia distribuidos em mais de
270 géneros distribuidos por todo o territério nacional (ROQUE et al., 2017).

Baccharis € um dos maiores géneros desta familia, compreendendo cerca de 500
espécies, cuja maioria se encontra na América Latina. Em geral, as espécies deste género
apresentam, formas arbustivas, que variam de 0.5 a 4 m de altura, sendo que no Brasil
podemos citar como exemplo a “carqueja” (B. trimera) e 0 “alecrim-do-campo” (B.
dracunculifolia), que sdo espécies muito utilizadas na medicina popular. Este género
possui aspectos econdmicos importantes para as industrias farmacéuticas, de perfumaria
e de cosméticos (VERDI et al., 2005).



Baccharis dracunculifolia DC. é uma espécie nativa do Brasil, conhecida
popularmente como “alecrim-do-campo” ou “vassourinha”, muito utilizada na medicina
popular para combater disturbios gastrointestinais, febre e fadiga (BUDEL et al., 2004).
Esta espeécie se localiza em biomas como o Pampa, Cerrado e Mata Atlantica (HEIDEN;
SCHNEIDER, 2015), com altura variando entre 2 e 3 m (GOMES & FERNANDES,
2002), as folhas sdo simples e alternas, medindo cerca de 30 mm de comprimento,
possuem uma grande quantidade de tricomas pluricelulares glandulares na epiderme,
responsaveis pela secrecao de resinas e 0leos essenciais de composi¢cdo quimica variada
(OLIVEIRA & BASTOS, 1999).

B. dracunculifolia é a principal fonte de prépolis verde produzido por Apis
mellifera na regido sudeste do Brasil. Estudos realizados por Bankova et al., (1999),
indicaram que essas abelhas tém preferéncia por essa espécie de planta na producéao deste
produto, que é muito utilizado para a protecdo contra fungos e bactérias na colmeia, além
de ser muito utilizado como um medicamento natural pelo ser humano, devido as suas

acOes antivirais, antitumorais, antibidticas, entre outras (PARK et al., 2004).

Estudos com os extratos e 6leos essenciais de B. dracunculifolia demonstraram
propriedades antiparasitarias (PARREIRA et al., 2010), antibacterianas (BONIN et al.,
2020), antioxidantes (TOMAZZOLI et al., 2021), antimicrobianas (VEIGA et al., 2017),
antivirais (BUFALO et al., 2009), antiulcerogénicas (MASSIGNANI et al., 2009), anti-
inflamat6rias (BRADENBURG et al., 2020) e antifangicas (SILVA FILHO et al., 2008).

O oleo essencial de B. dracunculifolia inibe o crescimento de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, incluindo Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e
Pseudomonas aeruginosa (CAZELLA et al., 2019; SALAZAR et al., 2018). Além disso,
0 Oleo essencial demonstrou potencial no combate de parasitas, incluindo Leishmania
donovani e Schistosoma mansoni, responsaveis por causar doencas como a leishmaniose
e a esquistossomose, respectivamente (PARREIRA et al., 2010). O ¢6leo essencial
também se mostrou eficaz contra as larvas do mosquito Culex quinquefasciatus, um dos
principais vetores da filariose, e as pré-pupas da mosca-da-bicheira Cochliomyia
hominivorax, uma das principais causadoras de miiases (ALVES et al., 2018;
SEUGLING, 2019).

Estudos constataram a atividade antifingica do 6&leo essencial de B.

dracunculifolia contra fungos do género Candida (C. albicans, C. glabrata, C.



parapsilosis e C. tropicalis) isolados das cavidades orais de criangcas em periodo de
amamentacdo (PEREIRA et al., 2011). Testes realizados em fungos da espécie
Colletotrichum gloeosporioides, principal causador da antracnose em frutos de interesse
comercial, demonstraram bom efeito inibitorio do 0leo essencial de B. dracunculifolia
nesta espécie (BONETT, 2012), assim como, para os fungos Macrophomina phaseolina,
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e Sclerotinia minor,
Fusarium oxysporum e Fusarium solani, (FONSECA et al., 2015). A crescente
resisténcia das cepas tem demandado a busca de novos medicamentos e defensivos
agricolas com ac¢do antifingica, constituindo uma oportunidade para o potencial uso dos

0leos essenciais como alternativa.

Os fungos do género Aspergillus e Fusarium sdo conhecidos por causar danos
significativos a industria agropecuaria, afetando o plantio, colheita e armazenamento de
grdos e cereais, bem como por produzir micotoxinas prejudiciais a sadde humana e
animal. O fungo Aspergillus nomius é capaz de produzir a aflatoxina, uma micotoxina
extremamente prejudicial capaz de causar problemas como hepatite, cirrose e cancer,
enquanto Fusarium verticilliodes e Fusarium graminearum sdo produtores de
fumonisinas e deoxinivalenol, respectivamente, que podem contaminar graos e cereais,
como milho, trigo e arroz e causar doencas hepaticas, cancer, problemas imunoldgicos e
reprodutivos e até mesmo a morte em humanos, em casos extremos (CASTRO et al.,
2014; DEEPA & SREENIVASA, 2017; PRESTES et al., 2019). A utilizacdo de dleos

essenciais como uma alternativa para o controle desses fungos é promissora.

O o6leo essencial de B. dracunculifolia é rico em sesquiterpenos, incluindo o trans-
nerolidol, o germancreno D, o biciclogermacreno, o trans-cariofileno e o espatulenol, que
foram encontrados como constituintes majoritarios em um estudo realizado por
Massignani et al. (2009) com partes aéreas da planta coletadas em Franca (SP).
Populacdes naturais de B. dracunculifolia, coletadas em Campos do Jorddo, Ubatuba e
Campinas, apresentaram como composto majoritario o trans-nerolidol, com percentuais
relativos variando de 21,6% a 40,8% (BELINI, 2015). Sesquiterpenos, como o [3-
cariofileno, o B-selineno, o globulol, o viridiflorol ¢ o a-cadinol, também j& foram
relatados em grandes abundancias em 6leo essencial de B. dracunculifolia (FERRACINI
et al., 1995; AGOSTINI et al., 2005). Frizzo et al. (2008) compararam o 0leo essencial
de amostras de B. dracunculifolia coletadas no Brasil, Bolivia e Uruguai e verificaram

diferengas significativas na sua composi¢do quimica, destacando que as amostras



coletadas no Brasil apresentaram grande quantidade de trans-nerolidol, enquanto na
Bolivia ou Uruguai a concentragdo desta substancia foi considerada baixa ou inexistente.
Rigotti (2011) também constatou diversidade genética e quimica em diferentes
populacdes de B. dracunculifolia no territério brasileiro, o mesmo foi observado por
Belini (2015).

Além dos fatores genéticos e epigenéticos, fatores abidticos, como altitude, ritmo
circadiano, propriedades fisicas do solo, incidéncia luminosa, disponibilidade hidrica,
temperatura e sazonalidade podem interferir na concentragdo e composicdo de
metabdlitos especializados nas plantas (GOBBO-NETO & LOPES, 2007; SELMAR &
KLEINWACHTER, 2013). Dentre estes metabolitos, estdo os 6leos essenciais, como
observado por Ferracini et al. (1995), que revelaram que o rendimento de 6leos essenciais
de B. dracunculifolia é maior durante o periodo chuvoso, e que a proporcao relativa entre
0s monoterpenos e sesquiterpenos varia de acordo com os diferentes periodos do ano.
Isso também foi demonstrado por Oliveira et al. (2017), que avaliaram a influéncia de
diferentes temperaturas e disponibilidades hidricas na producdo de 6leo essencial de
Mentha piperita, constatando um aumento na concentracdo de mentol em temperaturas
mais baixas e um maior rendimento, dependendo da disponibilidade hidrica.

Os tricomas glandulares, estruturas especializadas presentes nas folhas, flores e
frutos de muitas plantas, sdo responsaveis pela sintese e armazenamento de 6leos
essenciais e outros metabolitos especializados (GONCALVES et al., 2007). A densidade
e distribuicdo de tricomas glandulares também podem ser afetadas por varios fatores,
como a temperatura, a luminosidade, a umidade do solo e do ar, bem como a presenca de
herbivoros e patdgenos (DUDAREVA et al., 2013; MARTINEZ-NATAREN et al., 2011;
TOZIN, et al., 2015).

Embora existam relatos abordando a composic¢ao quimica dos 6leos essenciais de B.
dracunculifolia, estudos sobre a influéncia da sazonalidade no rendimento e
composic¢ado quimica dos 0leos essenciais desta espécie, em especial na estacao seca e
chuvosa, sdo escassos. Até 0 momento, ndo foram identificados estudos sobre a acao
antifungica de 6leos essenciais de individuos de uma populacéo B. dracunculifolia contra
Aspergillus nomius, Fusarium verticilliodes e Fusarium graminearum, a fim de constatar
se existem diferencas nas atividades antifingicas dependem dos individuos avaliados.
Estudos sobre a influéncia da sazonalidade na densidade dos tricomas glandulares em

folhas da espécie também sdo inexistentes.



Dessa forma, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a densidade dos tricomas
glandulares das folhas, composi¢do quimica e a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de Baccharis dracunculifolia. Como objetivos especificos foram avaliadas: 1)
a densidade dos tricomas glandulares das folhas de B. dracunculifolia em funcdo das
épocas de coleta (estacdo seca e chuvosa), 2) influéncia das estacGes seca e chuvosa no
rendimento e composi¢do quimica dos 0leos essenciais e 3) a atividade antimicrobiana
dos dleos essenciais frente a Aspergillus nomius, Fusarium verticilliodes e Fusarium

graminearum.
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6. CONCLUSAO GERAL

De uma forma geral, é possivel concluir que o rendimento de dleos essenciais e a
composicao quimica dos 6leos essenciais da populacdo de B. dracunculifolia localizada
em Aguas de Santa Barbara - SP ¢ influenciada pelos periodos de seca e de chuva. Foi
observado que a estagdo seca favorece o rendimento dos 6leos essenciais. Além deste
resultado, foi observada diversidade quimica intraespecifica nos 6leos essenciais desta
populacdo. A técnica de cromatografia gasosa bidimensional abrangente permitiu a
deteccdo e identificacdo de um numero muito maior de substancias, sendo de suma
importancia para estudos posteriores acerca desta espécie. Estes resultados s&o
importantes para a determinacgéo de melhores periodos de colheita.

Os estudos de avaliacdo de atividade antifingica demonstraram que existem
individuos cujo 6leo essencial apresentam maior porcentagem inibit6ria contra os fungos
dos géneros Aspergillus e Fusarium, tais resultados evidenciam a importancia do estudo
de diferentes genotipos para uma espécie para a selecdo daqueles cuja composicdo
quimica atende as diferentes aplicacfes dos 6leos essenciais , por exemplo , farmacéutico,
cosmeético, etc. Estudos complementares se fazem necessarios para a determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia e
também em campo, para avaliar a efetividade destes 6leos essenciais como defensivos

agricolas naturais.

Né&o foi observada diferenca significativa na densidade de tricomas glandulares nas
superficies das folhas de B. dracunculifolia entre os periodos de coleta (estacdo seca e

chuvosa), apesar de haver diferenca significativa entre as superficies abaxiais e adaxiais.
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