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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 hidrodestilagdo 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 variagdo na composi¢do quimica
dos 0leos essenciais entre os individuos de uma mesma populagdo de B. dracunculifolia, tanto
entre as estacBes 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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3. CAPITULO I

“Avaliacdo da influéncia das estacdes (seca e chuvosa) na composi¢do quimica dos

Oleos essenciais de Baccharis dracunculifolia”
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3.1. RESUMO

Baccharis dracunculifolia é uma planta nativa muito utilizada pela medicina popular que se
localiza em biomas como o Cerrado, Mata Atlantica e Pampa. Esta planta possui tricomas
glandulares nas superficies de suas folhas, que sdo capazes de sintetizar éleos essenciais com
propriedades farmacéuticas. Fatores genéticos, epigenéticos e abidticos, como sazonalidade,
podem afetar o rendimento e o perfil quimico de 6leos essenciais. O presente estudo teve o
objetivo de avaliar a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de uma popula¢do nativa em
periodos de chuva e de seca. Para tal, duas coletas de partes aéreas de 15 individuos de uma
populagéo de B. dracunculifolia foram realizadas nos meses de setembro de 2021 e em marco de
2022, estacio seca e chuvosa, respectivamente, no municipio de Aguas de Santa Barbara — SP.
Em seguida, foram realizadas as extragGes dos 6leos essenciais das folhas por meio de
hidrodestilacdo em aparato Clevenger e realizadas analises por meio de cromatografia gasosa
unidimensional (CG-EM) e bidimensional abrangente acopladas a espectrometria de massas
(CGxCG-EM). O rendimento da coleta na estacdo chuvosa foi significativamente maior do que o
da na estacdo seca, sendo 0,70% e 0,53%, respectivamente. Para CG-EM todos 6s 6leos essenciais
apresentaram sesquiterpenos oxigenados como a principal classe de substancias (variando entre
40,83 e 69,36%), com excegdo dos individuos 1BD IAC 11 e 2BD IAC 12, que apresentaram 0s
hidrocarbonetos monoterpénicos como principal classe. As substancias mais abundantes
encontradas nos 6leos essenciais para o0s dois periodos de coleta foram trans-nerolidol (11,43 a
46,64%); espatulenol (5,46 a 18,67%); limoneno (2,02 a 17,72%), B-pineno (3,09 a 30,66%),
biciclogermacreno (2,32 a 9,37%), germacreno D (0,42 a 7,50%), a-pineno (0,42 a 5,86%), trans-
cariofileno (0,87 a 7,50%), &-cadineno (1,89 a 5,27%) e a-cadinol (1,43 a 5,01%). Anélises
estatisticas multivariadas demonstraram que existe diversidade quimica intraespecifica nos 6leos
essenciais dos individuos de B. dracunculifolia e que a sazonalidade interferiu — qualitativamente
e quantitativamente — no perfil quimico destes 6leos essenciais, separando-os em grupos bem
definidos (estacdo seca e chuvosa), indicando a importancia de considerar este fator na produgéo

dos 0leos essenciais de B. dracunculifolia.

Palavras chave: Cromatografia gasosa bidimensional abrangente; diversidade quimica;

fatores abidticos; alecrim-do-campo, constituintes volateis
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3.2. ABSTRACT

Baccharis dracunculifolia is a native plant widely used in traditional medicine, found in
biomes such as the Cerrado, Atlantic Forest, and Pampa. This plant possesses glandular trichomes
on the surfaces of its leaves, which are capable of synthesizing essential oils with pharmaceutical
properties. Genetic, epigenetic, and abiotic factors, such as seasonality, can affect the yield and
chemical profile of essential oils. The present study aimed to evaluate the chemical composition
of essential oils from a native population during rainy and dry periods. For this purpose, two
collections of aerial parts were carried out on 15 individuals of a B. dracunculifolia population in
September 2021 and March 2022, corresponding to the dry and rainy seasons, respectively, in
Aguas de Santa Barbara — SP municipality. Subsequently, the essential oils were extracted from
the leaves using hydrodistillation with a Clevenger apparatus, and the analysis was performed
using one-dimensional gas chromatography (GC-MS) and comprehensive two-dimensional gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GCxGC-MS). The yield of the rainy season
collection was significantly higher than that of the dry season, with values of 0.70% and 0.53%,
respectively. Regarding GC-MS analysis, all essential oils exhibited oxygenated sesquiterpenes
as the main class of substances (ranging from 40.83% to 69.36%), except for individuals 1BD
IAC 11 and 2BD IAC 12, which presented monoterpene hydrocarbons as the main class. The
most abundant substances found in the essential oils for both collection periods were trans-
nerolidol (11.43% to 46.64%), spathulenol (5.46% to 18.67%), limonene (2.02% to 17.72%), B-
pinene (3.09% to 30.66%), bicyclogermacrene (2.32% to 9.37%), germacrene D (0.42% to
7.50%), a-pinene (0.42% to 5.86%), trans-caryophyllene (0.87% to 7.50%), 6-cadinene (1.89%
to 5.27%), and a-cadinol (1.43% to 5.01%). Multivariate statistical analyses demonstrated the
existence of intra-specific chemical diversity in the essential oils of B. dracunculifolia individuals
and the influence of seasonality, both qualitatively and quantitatively, on the chemical profile of
these essential oils, separating them into well-defined groups (dry and rainy seasons), indicating

the importance of considering this factor in the production of B. dracunculifolia essential oils.

Keywords: Comprehensive two-dimensional gas chromatography; chemical diversity;

abiotic factors; alecrim-do-campo; volatile constituents.
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3.3. INTRODUCAO

Os Oleos essenciais sdo compostos por substancias volateis, sintetizadas pelo
metabolismo especializado, capazes de dar aroma e sabor especifico as plantas, alem de
apresentarem importantes propriedades e fungdes bioldgicas, podendo atrair agentes
polinizadores, repelir organismos e evitar patdgenos macro e microscopicos
(MOGHADDAM & MEHDIZADEH, 2017). Constituem um dos grupos de matérias-
primas ou produtos derivados de vegetais mais importantes para as industrias de

alimentos, cosméticos, farmacéuticas e de perfumaria (REHMAN et al., 2016).

Baccharis dracunculifolia € uma planta pertencente a familia Asteraceae, que
segundo Del Vitto & Petenatti, (2009; 2015), representa cerca de 8 a 10% de toda a flora
global, abrigando aproximadamente 22.750 espécies em 1.620 géneros. Os metabolitos
especializados dessas espécies sao objetos de muitos estudos devido a suas propriedades
medicinais e farmacoldgicas. O género Baccharis ocorre predominantemente na América
Latina, correspondendo a cerca de 500 espécies, algumas das quais com importante
interesse comercial (VERDI et al., 2005). Esta espécie € nativa do Brasil, podendo ocorrer
em biomas como o Pampa, Cerrado e Mata Atlantica, sendo a constituinte principal da
prépolis verde de Apis mellifera e muito utilizada pela medicina popular (BUDEL et al.,
2004).

Os oOleos essenciais de B. dracunculifolia sdo ricos em sesquiterpenos, geralmente
apresentam grande abundancia de trans-nerolidol, germacreno D, biciclogermacreno,
trans-cariofileno, espatulenol, globulol, viridiflorol, p-selineno, entre outros
(FERRACINI et al, 1995; AGOSTINI et al., 2005; MASSIGNANI et al., 2009). Porém,
a composicdo quimica pode variar em funcéo da regido de coleta. O estudo realizado por
Frizzo et al. (2008) comparou a composicdo quimica dos Oleos essenciais de B.
dracunculifolia encontrados na Bolivia, Brasil e Uruguai, demonstrando que os 6leos
essenciais encontrados no Brasil apresentavam grandes quantidades de trans-nerolidol,
enquanto no Uruguai e Bolivia, as proporcdes relativas desta substancia eram baixas ou
até mesmo inexistentes. Rigotti (2011) e Belini (2015) também constataram grande

diversidade genética e quimica em populacdes de B. dracunculifolia.

Fatores abioticos, como as propriedades fisicas do solo, incidéncia luminosa, altitude,
ritmo circadiano, disponibilidade hidrica e sazonalidade podem interferir na concentragdo

e composicdo de metabdlitos especializados nas plantas (GOBBO-NETO & LOPES,
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2007; SELMAR & KLEINWACHTER, 2013), incluindo os conteidos de oéleos
essenciais de diversas plantas (REHMAN et al., 2016). Ferracini et al. (1995),
demonstraram que o rendimento em 0Oleos essenciais de B. dracunculifolia é maior no
periodo chuvoso e que a proporcdo relativa entre 0s monoterpenos e sesquiterpenos

modificavam de acordo com os periodos do ano.

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da estacdo seca e chuvosa no
rendimento e composicao quimica dos 6leos essenciais de de uma populacéo nativa de B.

dracunculifolia, de ocorréncia no Estado de Sao Paulo.

3.4. MATERIAL E METODOS
3.4.1. Coleta do material vegetal

A coleta de Baccharis dracunculifolia DC. foi realizada no municipio de Aguas de
Santa Barbara, Estado de S&o Paulo (coordenadas geogréficas: 22° 59° 46” S e 49° 18’
32” 0). O material vegetal foi coletado com autorizagdo do Ministério do Meio Ambiente
do Brasil (Cadastro n°® A4C3B2F). O clima dessa regido é denominado Cwa — Clima
temperado Umido, com inverno frio e seco e verdo quente, segundo a classificacao
Koppen-Geiger. A coleta foi feita em duas estacGes, sendo elas seca (06/09/2021) e
chuvosa (21/03/2022), respectivamente. Para tal, 15 individuos de uma populacdo foram
sorteados em blocos casualizados e marcados com etiquetas plasticas. As partes aéreas de
cada individuo foram coletados (Figura 1), totalizando 30 amostras para as duas coletas.
Os individuos de 1 a 15 receberam uma nomenclatura especifica para cada estacao
coletada (Tabela 1).

Figura 1: A: Arbusto de Baccharis dracunculifolia; B: Coleta de partes aéreas; C: Ramo de
B. dracunculifolia coletado
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Tabela 1: Nomenclatura dada aos individuos da populacdo de B. dracunculifolia
coletadas nas estacdes seca e chuvosa, Aguas de Santa Barbara, SP

Individuos | Estacgdo seca (06/09/2021) Estacéo chuvosa (21/03/2022)
Bd - 01 1BD IAC 01 2BD IAC 01
Bd - 02 1BD IAC 02 2BD IAC 02
Bd - 03 1BD IAC 03 2BD IAC 03
Bd-04 1BD IAC 04 2BD IAC 04
Bd - 05 1BD IAC 05 2BD IAC 05
Bd - 06 1BD IAC 06 2BD IAC 06
Bd - 07 1BD IAC 07 2BD IAC 07
Bd - 08 1BD IAC 08 2BD IAC 08
Bd - 09 1BD IAC 09 2BD IAC 09
Bd - 10 1BD IAC 10 2BD IAC 10
Bd- 11 1BD IAC 11 2BD IAC 11
Bd - 12 1BD IAC 12 2BD IAC 12
Bd - 13 1BD IAC 13 2BD IAC 13
Bd - 14 1BD IAC 14 2BD IAC 14
Bd - 15 1BD IAC 15 2BD IAC 15

3.4.2. Dados climatoldgicos

Os dados climatoldgicos foram obtidos em banco de dados NASA Power, onde
temperatura (°C), umidade do solo na area da raiz (com um metro de profundidade),
precipitacdo (mm) e radiacdo fotossintética ativa (PAR total), que indica a incidéncia
luminosa de luzes do espectro visivel que atingem uma superficie plana, expressa em
W/mz2, foram consultados por um periodo de 10 meses, entre os dias 01 de junho de 2021
e 31 de marco de 2022.

3.4.3. Extracdo dos 6leos essenciais

A extracdo dos Oleos essenciais foi realizada por hidrodestilacdo, em aparato
Clevenger, com aproximadamente 50 g de folhas frescas por 2 h. Os 6leos essenciais
foram separados da fase aquosa, pesados e acondicionados em frascos de vidro de 5 mL,

mantidos ao abrigo da luz e sob refrigeracdo a 4°C (Figura 2).

Figura 2: A: Amostras coletadas; B: Extracéo do ¢leo essencial por hidrodestilacio em aparato Clevenger; C: Oleo
essencial de B. dracunculifolia
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3.4.4. Rendimento em 6leos essenciais

O oleo essencial foi extraido a partir da matéria fresca e o rendimento em 6leos
essenciais foi expresso com base na massa seca. Para tanto, cerca de 3 g do material
vegetal fresco foi separado, acondicionado em placa de Petri e seco em estufa a 60 °C,
até atingir massa constante. A secagem da matéria-prima para cada individuo foi realizada
em triplicata. O rendimento dos 6leos essenciais das diferentes amostras foi determinado

a partir da seguinte formula:

% Rendi . massa do 6leo essencial (g) 100
endimento = .
0 massa da matéria seca (g)

3.4.5. Composicdo quimica do oleo essencial de B. dracunculifolia por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As analises dos 6leos essenciais foram conduzidas em cromatdgrafo a gas Thermo (GC
TRACE 1310) equipado com detector de ionizacdo em chamas (DIC) e espectrémetro de
massas (EM), com divisdo de fluxo de 3:7, para 0 EM e DIC, respectivamente. O injetor
foi mantido a 220 °C, com vazdo do gas de arraste (hélio, 99,9999% de pureza) de 0.5
mL.min na razdo (split) de 1:20. O espectrometro de massas operou no modo full scan,
por impacto de elétrons (70 eV), e faixa de aquisicdo de 40 a 450 m/z. A temperatura da
interface foi mantida em 230°C e do detector de ioniza¢do em chamas a 250°C. As amostras
de dleos essenciais foram diluidas em acetato de etila (grau cromatografico, Img.mL™?) e
injetado 1 pL de solugéo. A separacdo das substancias foi realizada em coluna capilar Rtx-
5MS (20 m x 0,18 mm x 0,2 pm), e o seguinte programa de temperatura: 60°C - 240°C
(3°C.min™).

O software Chromeleon (Thermo Scientific-Waltham, MA, EUA) foi usado para
aquisicdo e processamento dos dados. A identificacdo dos constituintes quimicos foi
efetuada por meio da analise comparativa dos espectros de massas das substancias com as
bibliotecas National Institute of Standards and Technology (NIST 14); Flavour &
Fragrance Natural & Synthetic Compounds (FFNSC3) e dos indices de retencédo linear
com a literatura (Adams, 2017). O indice de retencédo linear das substancias foi obtido a
partir da injecdo da mistura de n-alcanos (Ce-C24, Sigma-Aldrich, 99%, USA) nas mesmas
condicdes cromatograficas das amostras, aplicando-se a equacdo de Van den Dool e Kratz
(1963).
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A proporcdo relativa das substancias foi obtida por cromatografia gasosa com
deteccdo por ionizacdo em chama (CG-DIC) pelo método de normalizacdo de area. As

analises dos 0leos essenciais foram feitas em triplicata.

3.4.6. Composicdo quimica do Oleo essencial de B. dracunculifolia por
cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de
massas (CGxCG-EM)

As amostras de o6leos essenciais foram diluidas em acetato de etila (grau
cromatografico, Img.mL™?) e injetado 1 pL de solugdo em cromatografo a gas Thermo
(GC TRACE 1310) equipado com detector de ionizacdo em chamas (DIC) e
espectrometro de massas (EM), com divisdo de fluxo de 3:7, para o EM e DIC,
respectivamente. O injetor foi mantido a 220 °C, com divisao de vazédo do gas de arraste
(hélio, 99,9999% de pureza) na razdo (split) de 1:20. A separacdo das substancias foi
realizada em coluna capilar Rtx-5 MS (20 m x 0,18 mm x 0,2 um) na primeira dimensao
(*D) e em coluna Rtx Wax (5 m x 0,25 mm x 0,25 um) na segunda dimensio (°D), com
vazao de gas de arraste de 0,5 e 10,0 mL.min* e seguindo a programagao de temperatura
de 60°C - 240°C (3 °C.min™!) e vazdo de gas de arraste de 0.5 mL.mint. O espectrometro
de massas (EM) operou no modo full scan por impacto de elétrons (70 eV), e faixa de
aquisicdo de 40 a 450 m/z. A temperatura da interface foi mantida em 230°C e do detector
de ionizacdo em chamas a 250°C. O periodo de modulacéo foi definido a 6,0 s com um
pulso de reinjecdo (flush) de 250 ms. O software Chromeleon (Thermo Scientific-
Waltham, MA, EUA) foi usado para aquisi¢cdo de dados e processamento foi realizado
usando o software GC Image (Zoex-Houston, TX, EUA).

A identificacdo das substancias foi efetuada por meio da analise comparativa dos
espectros de massas com as bibliotecas National Institute of Standards and Technology
(NIST 14); Flavour & Fragrance Natural & Synthetic Compounds (FFNSC3) e os indices
de retencéo linear das substancias (IRL) com a literatura (Adams, 2017). Os indices de
retencdo linear calculado (IRL) foram obtidos a partir da injecdo de uma série de n-
alcanos (Co-C24, Sigma-Aldrich, 99%) nas mesmas condi¢des cromatograficas das

amostras, aplicando-se a equacéo de Van den Dool e Kratz (1963).
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3.4.7. Andlises estatisticas

Para avaliar a diferenca no rendimento médio dos 6leos essenciais entre as coletas foi
realizado um teste-t de duas amostras pareadas com nivel de significancia de 5% (p <
0,05). O teste foi utilizado para comparar as médias dos rendimentos obtidos em cada
periodo. Os dados de composicdo quimica dos Gleos essenciais foram submetidos a
analises multivariadas com o auxilio da plataforma estatistica MetaboAnalystR. (XIA et
al. 2015). As informac0es referentes as amostras (scores) foram normalizadas e os valores
das varidveis (picos cromatogréficos) autoescalados, sendo aplicadas analises de
componentes principais (ACP); andlises de agrupamentos hierarquicos (AAH) e mapas
de calor (Heatmaps) com base na distancia Euclidiana, indicando a dissimilaridade dos

individuos.

3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1. Dados climatoldgicos

Os dados climatoldgicos (precipitacdo, umidade do solo, radiacéo fotossintética ativa
e temperatura) obtidos na regido de coleta por um periodo de 10 meses estao ilustrados
nas Figuras 3 e 4. E possivel notar que a precipitacio de chuva mensal variou de 14,22 a
267,71 mm, havendo baixa na pluviosidade nos meses de junho, julho e agosto. No més
de setembro, a precipitacdo foi de 38,95 mm, resultando em baixa disponibilidade hidrica
no solo, com 57,67% de saturacdo (Figura 3). A temperatura média no més da primeira
coleta foi de 23,90 °C, enquanto em julho e agosto as temperaturas atingiram 15,60 e
20,29 °C, respectivamente. A radiacdo fotossintética ativa total, expressa em W/m2, na

estacao seca (primeira coleta) foi de aproximadamente 2.835 W/m? (Figura 4).

Na segunda coleta (periodo chuvoso), a precipitacdo foi de 134,93 mm e os indices
de umidade do solo de 68,22%, indicando uma melhora na disponibilidade hidrica do
solo. A pluviosidade e a umidade do solo dos dois meses anteriores a segunda coleta
também foram elevados, chegando a atingir 267,71 mm de chuva em janeiro de 2022 e
uma umidade de 69,61%, em fevereiro de 2022 (Figura 3). A temperatura média do més
da segunda coleta foi de 24,24 °C e a radiacdo fotossintética ativa total foi de

aproximadamente 3.182 W/m? (Figura 4).
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Figura 4: Temperatura Média Mensal (°C) e Radiacéo Fotossintética Ativa Mensal — PAR Mensal (W/m?) no periodo
de junho de 2021 a margo de 2022. Dados compilados do NASA Power, em dezembro de 2022. * = més das coletas

3.5.2. Rendimento do 6leo essencial

O rendimento dos 6leos essenciais para a populacao de B. dracunculifolia na estacao
seca variou de 0,38% a 0,74%, sendo 0 maior observado para o individuo Bd-12 e o menor
para Bd-09 (Figura 5). Na estagéo chuvosa o rendimento variou de 0.46% a 0,97%, sendo
0 maior valor observado para o individuo Bd-13 e o menor para Bd-08 (Figura 5). O
rendimento médio dos 6leos essenciais nas estacdes seca e chuvosa foram de 0,53% e
0,70%, com desvios padrdes de 0,10% e 0,16%, respectivamente (Figura 6). O
rendimento medio de Oleos essenciais coletados na estagdo chuvosa foi significativamente

maior que na estacdo seca, assim como o observado por Ferracini et al. (1995). Este
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resultado sugere que o periodo de chuva é favoravel a producédo de 6leos essenciais para
a espécie B. dracunculifolia.

M Primeira Coleta  ® Segunda Coleta

Rendimento (%)

I 0.97%

I 0.96%

I 0,57%
I 0.62%
I 0,53%
I 0.73%
I 0.85%
I 0.82%
I 0.67%
I 0.53%
I 0.80%
I 0,46%
I 0,54%
I 0,43%
I 0.55%

(%4

Yy R 0,48%
I 0,47%
I 0.69%

N
°
A
\)7
s

Individuos de B. dracunculifolia

Figura 5: Rendimento dos Oleos essenciais dos 15 individuos de B. dracunculifolia coletados setembro/2021 e
marc¢o/2022 (estagdo seca e chuvosa, respectivamente); Teste-t (pareado) < 0,005; Aguas de Santa Barbara- SP
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Figura 6: Rendimento médio dos leos essenciais dos 15 individuos de B. dracunculifolia coletados na estagdo seca
(primeira coleta: setembro/2021) e chuvosa (segunda coleta: mar¢o/2022) Aguas de Santa Barbara- SP; Desvio Padréo
=0,10% para a primeira coleta e 0,16% para a segunda coleta
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3.5.3. Composicdo quimica dos o6leos essenciais de B. dracunculifolia por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A composicdo quimica dos 6leos essenciais dos 15 individuos de B. dracunculifolia
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) esta
demonstrada nas Tabelas 2 e 3. Independente da estacdo do ano, com excec¢do do
individuo 12, o constituinte majoritario foi o trans-nerolidol, com proporcéo relativa
variando de 14,95 a 40,11% na estacdo seca e de 11,43 a 46,64% para a chuvosa. Para o
individuo 12, o constituinte mais abundante foi o espatulenol na estacao seca e o 3- pineno
na estacdo chuvosa (Tabelas 2 e 3, Figuras 8 e 10).

Na estagdo seca, a porcentagem relativa do a-pineno, - pineno, limoneno variou de
0,42 a 5,86%; 3,09 a 17,51% e 3,35 a 17,72%, respectivamente. Os hidrocarbonetos
sesquiterpenos trans-cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno e &-cadineno
variaram de 0,89 a 4,74%; 0,42 a 7,50%; 2,32 a 8,52% e 2,17 a 5,22%, respectivamente.
Dentre os sesquiterpenos oxigenados os 0leos essenciais apresentaram, além do trans-
nerolidol, alta abundancia de espatulenol (7,23 a 18,67%) e a-cadinol (1,43 a 5,01%),
como pode ser observado na Tabela 2 e na Figura 8.

Observou-se que 0s sesquiterpenos oxigenados foram as substancias quimicas mais
abundantes em todos os individuos, em termos de proporcdes relativas, variando de 41,3
a 62,47%, com excecdo de 1BD IAC 11, cuja proporcédo relativa de hidrocarbonetos

monoterpénicos foi maior, atingindo 44,16% (Figura 7).

1BDIAC15 I _—
1BDIAC14 I I
1BDIAC13 I _——
1BD IAC 12 o ——
1BDIAC 11 I -
1BDIAC10 N I ]
1BDIAC09 I I
1BD IAC 08 ——
1BD IAC07 I —_—
1BD IAC06 N I
1BDIAC05 I —
1BDIAC04 mEEEEE—— I
1BD IAC03 I ]
1BD IAC 02 I -_—
1BDIAC01 e ——

0 20 40 60 80 100

M Hidrocarbonetos monoterpénicos Monoterpenos oxigenados M Hidrocarbonetos sesquiterpénicos

Sesquiterpenos oxigenados H N3o identificadas

Figura 7: Classes das substancias quimicas e suas proporcdes relativas nos 6leos essenciais de B. dracunculifolia
extraidos no periodo de seca (primeira coleta); Aguas de Santa Barbara — SP
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Tabela 2: Composi¢do quimica média (%) dos 6leos essenciais dos individuos de B. dracunculifolia por cromatografia gasosa unidimensional
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), coletados na estacao seca, Aguas de Santa Barbara — SP

N Substancia IRL IRL 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC
0 exp. lit 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15
1 «-tujeno 927 924 0,15+ 0,02 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,51 +0,01
2 - pineno 935 932 1,8+0,06 5,65+0,2 0,42 +0,01 1,02 +0,02 2,05+ 0,06 1,46 +0,04 0,87 +0,01 1,36 £ 0,06 2,38 +£0,04 1,43 +0,02 586 +0,2 3,14 £ 0,02 2,96 +£0,01 1,24 0,05 1,3+0,02
3 B - pineno 980 974 5,48 +0,11 6,13+0,17 9,45+ 0,16 9,38 +0,12 9,98 £ 0,02 5,58 +0,12 4,95 + 0,08 7,12+0,17 9,23+0,11 898+0,12 1751+042 16,56+0,15 8,65+0,03 3,09 + 0,06 510,04
4 mirceno 994 988 1,01+002 249+013 041+002 105+003 133+003 059+001 086+006 081+002 097+002 152+001 306+012 164+003 1,77+0,01 tr 1,37 +0,02
5 limoneno 1031 1024 3,07 +0,09 5,85+0,2 9,09+0,07 356+006 7,59+0,09 4,9+0,01 7,08+008 656+013 335+003 11,49+007 17,72+03 503+0,09 13,83+005 376+0,04 10,89+0,12
6 (E)- B -ocimeno 1050 1044  042+003 069+005 062+004 082+001 067+001 1,07+0,02 1+0,03 059+006 113+0,01 0,67+0,01 tr tr tr tr tr
7 acetofenona 1097 1065 0,69 +0,03 tr 0,67 +0,03 tr tr tr 0,68+0,03 1,04 +0,07 0,7 +0,05 tr tr tr 0,86+004 082+001 0,83+0,04
8 linalol 1115 1095 0,67 £0,05 tr 0,72 £ 0,02 0,78 £ 0,03 0,8+0,01 0,66 + 0,03 0,85+ 0,01 0,77 £0,01 0,84 £ 0,01 tr 0,66 + 0,03 0,44 £0,07 0,96 + 0,01 0,56 + 0,07 tr
9 (E)-4,8-dimetilnona-1,3,7- trieno 1120 - 0,61 £ 0,06 tr 0,56 + 0,02 0,77 +£0,01 0,81 +0,02 0,74 +0,04 1,46 +0,03 0,64 0,03 0,9+0,03 045+0,1 tr tr tr tr 0,74 £0,01
10 « - terpineol 1210 1186 0,44 £0,04 tr 0,49 + 0,02 tr tr tr tr 0,33 +0,01 tr tr 0,8 +0,03 0,6 £ 0,05 0,52 + 0,04 tr tr
11 trans - cariofileno 1424 1417 2,19 +0,02 2,82 +0,09 1,37 +£0,04 4,74 £ 0,06 1,88 +0,08 0,89 +0,04 2,01+0,05 2,2+0,08 4,11 £ 0,02 1,82 +0,02 1,45+0,08 1,48 +0,03 1,62 0,02 1,62 0,09 2,56 £ 0,05
12 aromadendreno 1443 1439  0,84+0,08 tr 0,79+ 0,07 tr tr tr 055+008 09+002 132+005 081+004 081+004 092+005 162+005 127+004 0,86+0,02
13 o - humuleno 1459 1452 0,9 +0,02 0,76+0,01 0,58 +0,06 1+0,06 064+004 165+006 091+004 083+005 0,73+002 0,74+0,02 0,4 +0,02 0,65 + 0,03 tr 0,74+0,02 0,76 +0,02
14 oxido de cabreuva B 1466 1462 1,89 +0,07 1,4 +0,06 1,54 +0,15 1,8+0,06 163+0,04 1,02+004 176+005 1,07+007 143+004 192+004 106+011 145+001 1,08+0,05 1,94+0,1 1,34 +0,03
15 y-muuroleno 1482 1478 tr tr tr tr tr tr tr 045+0,01 0,62+0,05 tr tr tr tr tr tr
16  o6xido de cabreuva D 1484 1479 0,55 +£0,07 tr 0,86 + 0,09 1,02 +0,24 tr 2,01+0,1 1,03 £ 0,06 0,58 £0,12 tr 1,11+0,11 tr tr tr 1,12+0,15 0,46 £ 0,02
17  germacreno D 1487 1480 2,69+0,14 75+0,11 2,29+0,11 5,05+ 0,26 4,21+0,14 0,42 £ 0,04 3+0,02 4,17+0,13 4,11+0,07 3,23+0,08 1,88 +0,12 4,83 £0,06 2,83+0,04 2,73+0,2 4,33+0,1
18 viridifloreno 1501 1496 tr tr 0,63+0,06 054+0,02 tr 133+£032 069+006 1,22+003 1,38+0,04 0,8+0,09 tr tr 1,05+0,08 094+005 0,78+0,09
19 biciclogermacreno 1503 1500 2,62 +0,06 5401 3,18 +0,03 4,47 £ 0,06 5,42+0,21 5,36 £ 0,28 2,82+0,14 7,72+0,22 7,48 £0,04 4,24 +0,02 2,32+0,03 8,52+0,14 4,85+ 0,04 4,06 0,02 5,92 + 0,09
20 o - muuroleno 1506 1500 0,78 0,04 tr 022+004 043+0,11 tr 053+004 065+008 037+011 0,59+0,01 0,5+0,04 046+0,03 039+0,03 0,59+0,03 0,6 £0,04 0,58 +0,05
21 1y - cadineno 1521 1513 1,08 +£0,02 0,5+0,05 tr tr 0,75 +0,02 tr 0,73+0,01  0,49+0,01 0,6 +£0,02 0,58 +0,01 tr 0,52 +0,01 0,7+0,02 tr 0,67 +0,01
22 & -cadineno 1530 1522 522+0,1 3,38+0,07 217+006 2,73+017 3,61+009 372+003 3,78+0,04 2,2+0,04 2,73+0,08 327+009 245+012 236+009 342+003 348+0,13 312+01
23 ni 1551 - 3,1+0,08 2,6 +0,07 285+012 304+014 249+008 204+006 246+0,08 1,5+0,09 1,7 +0,09 299+003 148+014 1,73+005 098+001 359+0,03 1,79+0,02
24 ni 1573 - tr 0,59 £ 0,01 0,9 0,04 1,25+0,02 0,88 £ 0,08 3,77+0,1 1,3+0,03 0,61 +0,02 1,62+0,11 1,04 0,11 0,52 £0,04 1,27 £0,02 1,32 +0,03 1,45+0,16 0,64 £0,01
25 trans - nerolidol 1581 1561  3589+05 34,63+027 3304+069 3367+044 3577+048 40,11+076 3873+012 3391+014 1759+029 30,89+014 276+042 1495+01 1722+0,11 30,38+0,11 3552+0,39
26 espatulenol 1595 1577 9,19+022 7,23+026 12,86+0,19 9,87+0,1 798+002 928+022 999+021 966+005 148016 877+012 9,12+0,09 17+0,09 1498+0,13 1867+0,28 869+0,11
27 i 1600 1590  1,45+0,21 tr tr 185+016 152+003 1,93+003 166+013 1,22+0,03 tr 0,95 +0,09 tr tr tr 2,75+0,17 tr
28 ni 1603 - 0,95+0,1 098+009 163+033 0,69+005 0,71+0,05 0,82+0,1 0,78+0,04 3,46 +0,08 3,2+037 311+015 1,09+0,09 298+0,03 217+002 3,84+0,04 tr
29 ni 1604 - tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 1,43 £0,09
30 globulol 1608 1590 1,11+006 187+011 2,95+0,03 1,1+01 1,02+0,05 0,96 +0,05 tr 081+001 414+027 1,02+002 171+005 129+008 353+008 097+006 282+014
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N Substancia IRL IRL 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC 1BD IAC
° exp. lit 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15
31 ni 1611 - tr tr tr tr tr tr tr tr 0,55 + 0,05 tr tr tr tr tr tr
32 viridiflorol 1616 1592 tr tr 1,07 +0,08 tr tr tr tr 044+0,02 192+0,15 tr tr 1,75 +0,05 2,17+0,1 tr 0,97 +0,06
33 rosifoliol 1618 1600 tr tr tr tr tr tr tr 0,46 + 0,02 0,58 +0,17 tr tr tr tr tr tr
34 ni 1624 - 0,95+0,15 tr 0,68 + 0,03 0,59 +0,04 0,49 £ 0,03 0,61 +0,05 0,65+ 0,03 0,13 £ 0,02 0,94 + 0,06 0,48 +0,01 tr 0,96 £0,1 0,77 £ 0,02 0,98 + 0,02 0,45 £ 0,03
35 1-epi-cubenol 1642 1627 0,35 £0,04 0,57 £ 0,06 0,99 + 0,06 tr tr 0,51 +0,02 tr 0,74 £ 0,04 tr 0,73 +0,02 tr tr 1,02 £0,02 tr tr
36 epi-alpha-cadinol 1659 1638 1,79 £0,02 0,84 +0,01 0,7 £0,05 1,62 +0,09 1,14 +0,02 0,56 + 0,07 1+0,03 1,06 + 0,06 0,95 £ 0,02 0,8+0,04 tr 0,88 £ 0,02 1,22 £0,05 1,06 + 0,06 0,79 £ 0,05
37  epi-a - muurolol 1661 1640 2,73+006 158+001 131+003 164+004 1,73+0,02 1,1+0,06 1,59+0,12 147+0,1 191+001 1,44+0,04 tr 1,67 +0,08 240,02 2,02+0,04 1,31+0,03
38 o -muurolol 1665 1644 155+004 099+004 114+007 113+006 096+009 137+007 117+012 081+007 104+001 1,13+0,04 tr 1,17 +0,08 1,1+0,03 156+0,02 0,79+0,02
39 - cadinol 1675 1652 501+007 266+016 175+0,07 2,48+0,09 2,98+0,1 163+017 269+0,02 2,22+0,09 2,77+01 2,01+005 1,43+003 242+008 2,87+0,04 2,55+0,1 1,87 +0,05
germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-
40 ol 1717 1685 2,31+0,31 2,9+0,46 2,05+0,35 1,93+0,19 0,96 + 0,35 2,49 +0,58 2,3+0,13 tr 1,71 +0,09 1,05+0,25 0,61+0,17 2,83+0,22 1,32+0,21 2,19+0,33 0,84+0,2
41  eremofilona 1754 1734 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,55+ 0,03 tr tr tr
Hidrocarbonetos monoterpénicos 1151+0,28 20,11+07 19,37+026 1501+022 2095+0,19 1253+019 13,77+0,24 1585+0,38 1592+019 2343+0,23 4416+104 2637+028 2721+01 81+015 1917+021
Monoterpenos oxigenados 2,84+0,2 0,69+005 306+011 237+004 228+003 247+0,08 3,99+0,1 3,38+017 357+009 112+011 146+006 105+011 234+008 138+008 157+0,05
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 16,34 +0,61 2036+048 11,23+0,7 1895+103 1651+061 139+093 1514+0,63 20,61+088 23,68+043 1598+055 977+054 19,68+043 1667+035 1545+083 19,57+0,55
Sesquiterpenos oxigenados 62,36 £1,32 54,67+137 6027+161 5626+111 5416+111 61,04+199 60,27+0,75 5323+059 4884+126 5087+07 4153+076 4596+085 4853+0,79 62,47+0,99 5539104
Néo identificadas 645+053 417+0,16 6,06+0,53 74204 6,1£0,26 9,18+0,34 6,85+0,3 6,93 +0,24 8+0,66 857+039  3,09+0,27 6,94 0,2 524+008 126+042 431%015

IRL. exp. = indice de retencdo linear experimental; IRL. Lit = indice de retencdo linear da literatura (Adams, 2017); ni = substancia ndo identificada; tr = tracos (<0,12%); + = Desvio Padrdo (triplicatas)
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Assim como observado na estagdo seca, o f-pineno e o limoneno foram as substancias mais
abundantes dentre a classe dos hidrocarbonetos monoterpénicos nos 0Oleos essenciais de B.
dracunculifolia na estacdo chuvosa, variando de 3,60 a 30,66% e 2,02 a 14,04%,
respectivamente, bem como, os hidrocarbonetos sesquiterpénicos trans-cariofileno (0,87 a
7,50%), germacreno D (1,44 a 6,36%), biciclogermacreno (2,29 a 9,37%) e 6-cadineno (1,89 a
5,27%) e 0s sesquiterpenos oxigenados espatulenol (5,46 a 15,07%), a-cadinol (0,74 a 4,39%)
juntamente com trans-nerolidol (11,43 a 46,64%), como demonstrado na Tabela 3 e Figura 10.

Na segunda coleta (estacdo chuvosa), as proporcdes relativas de sesquiterpenos oxigenados
variaram de 40,83 e 69,36%, com excec¢do do individuo 2BD IAC 12, onde os hidrocarbonetos
monoterpénicos atingiram proporcoes relativas de 48,21% (Tabela 3). Tais resultados indicam
que, para alguns individuos, a variacdo sazonal entre os periodos de coleta interferiu no perfil
quimico dos 6leos essenciais e na propor¢ao entre monoterpenos/sesquiterpenos, assim como
foi constatado por Ferracini et al. (1995). Independente do periodo de coleta, a classe dos
sesquiterpenos oxigenados foi a mais abundante para a maioria dos individuos, com excecao

dos individuos 11 e 12, na primeira e segunda coleta, respectivamente (Figuras 7 e 9).

Como demonstrado nas Figuras 7, 8, 9 e 10 a proporcéo relativa das classes de compostos
entre os individuos de B. dracunculifolia divergiu, indicando diversidade quimica

intraespecifica na populacéo.

2BDIAC15
2BDIAC14
2BDIAC13
2BDIAC12
2BDIAC11
2BDIAC10
2BD IAC09
2BD IAC 08
2BD IAC 07
2BD IAC 06
2BD IACO05
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2BD IAC 02
2BD IACO1

o
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M Hidrocarbonetos monoterpénicos H Monoterpenos oxigenados B Hidrocarbonetos sesquiterpénicos
M Sesquiterpenos oxigenados B N3o identificadas

2]
o

Figura 9: Classes das substancias quimicas e suas proporg¢des relativas nos 6leos essenciais de B. dracunculifolia na estagdo
chuvosa (segunda coleta); Aguas de Santa Barbara — SP
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Tabela 3: Composicdo quimica média (%) dos o6leos essenciais dos 15 individuos de B. dracunculifolia por cromatografia gasosa
unidimensional acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), coletados na estacdo chuvosa, Aguas de Santa Barbara — SP
N Substancia IRL IRL 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC
0 exp. lit 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15
1 a-tujeno 929 924 tr 0,33 0,02 tr tr 0,21 0,02 tr 0,33 +0,02 0,21 £0,01 tr 0,46 +0,01 0,29 £ 0,01 tr 0,36 + 0,01 tr 0,34 £0,01
2 o-pineno 936 932 0,97 £ 0,07 4,94 + 0,09 0,6 0,01 0,74 £ 0,02 2,19 0,03 2,5+0,04 1,07 £0,02 2,28 £0,02 3,14 £ 0,01 1,12 +0,03 5,06 + 0,02 6,97 +0,08 4,47 £ 0,02 53+0,01 0,81 0,02
3 sabineno 977 969 tr 0,31 +0,02 tr tr 0,17 £0,04 tr tr tr tr tr 042+0 0,41+0,03 0,29+0,02 tr tr
4 B-pineno 981 974 3,61+0,06 527+005 11,92+0,15 8,16+0,07 8,41+0,03 7,63+007 462+002 813+002 1304+031 695+011 12,74+0,09 30,66+0,08 1323+0,02 9,03+0,06 3,6+0,03
5 mirceno 994 988 tr 2,31+0,05 0,46 £0,03  0,63+0,03 1,19+0,03 1,1+0,02 1,06 0,02 1,2+0,01 1,35+0,05 1,41+£0,04 258+0,03 2,76+0,04 252+003 214+001 0,91+0,01
6 limoneno 1032 1024 2,02 £0,04 555+0,1 10,78+0,14 2,11+009 572+002 11,04+017 7,63+0,02 7,5+0,03 4,17+0,07 11,09+0,12 13,75+0,04 6,78+0,05 14,04+0,17 6,93+0,05 7,6 £0,05
7 (E)-B-ocimeno 1051 1044 tr 0,53 + 0,02 0,39 +0,02 0,47 £ 0,06 0,38 £ 0,02 1,1+0,02 0,76 £ 0,03 0,52 £ 0,01 0,92 £ 0,01 0,54 +0,01 0,49 £ 0,01 0,63 £ 0,01 0,66 + 0,02 1,29 £0,01 0,32 £0,01
8 y-terpineno 1062 1054 tr 0,21+0,01 tr tr tr tr tr tr tr 0,32 £0,02 0,27 £0,01 tr 0,29 £ 0,02 tr 0,17 £ 0,01
9 terpinoleno 1094 1086 tr 0,4 +£0,01 tr 0,38 + 0,02 0,3+0,01 tr tr 0,41 +0,01 tr 0,65 + 0,02 0,47 £ 0,02 tr 0,65+ 0,01 tr 0,42 £0,01
10 acetofenona 1099 1065 tr 0,16 + 0,02 0,3+0,01 tr 0,19 + 0,02 0,61+0,04 0,5+0,01 0,52 0,02 0,34 £0,01 0,26 + 0,01 0,24 £ 0,02 tr 0,26 + 0,01 0,55+ 0,04 0,21 £ 0,02
11 linalool 1116 1095 tr 0,58 £0,01 0,58 + 0,01 tr tr 0,77 £0,01 0,72 0,01 0,69+0 043+004 038+004 036+0,01 0,46 +0,02 0,3+0,04 0,54 £0,01 tr
12 (E)-4,8-dimethylnona-1,3,7- triena 1120 1113 tr 0,29 £0,01 0,36 + 0,05 0,5+0,02 0,53 +£0,02 1,34 0,07 093+006 047+003 0,78+0,03 0,38+0,04 0,27+0,03 0,45 +0,02 091+0,08 0,64+0,06 0,5+0,01
13  terpinen-4-ol 1191 1174 tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,29 £ 0,01 0,4+0,03 0,37+0,02 035+0,01 tr tr
14  a-terpineol 1211 1186 tr tr 0,36 +0,1 tr tr 0,47 £ 0,04 0,49+004 0,28+002 042+004 0,39+0,03 0,4+0,03 0,44 £0,02 0,45+0,02 0,41+0,01 tr
15 a-cubebeno 1353 1348 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,15+0,01
16 a-copaeno 1379 1374 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,18 £0,01
17  p-elemeno 1396 1389 tr 0,26 £ 0,03 tr 0,44+0,03 035+0,01 tr 029+0 0,39 +£0,03 tr tr tr 0,38 £0,01 0,24 £ 0,02 tr 0,44 £0,02
18 a-gurjuneno 1414 1409 tr tr tr tr tr tr tr 0,2+0,01 tr tr tr tr tr tr 0,14 +0,01
19 trans-cariofileno 1424 1417 2,47 £0,02 2,8+0,03 1,82 +0,02 7,5+0,08 2,7+0,04 2,44 £0,03 224+£003 294+002 2,77+0,06 0,99 +0,01 1,76 £ 0,02 2,05+ 0,03 0,87 £0,01 1,84+0,03 4,29+0,02
20 B-gurjeneno 1434 1431 tr tr tr tr 0,12 +0,03 tr tr 0,2+0,01 tr 0,53 +0,01 0,6 £0,03 1,25+ 0,08 0,65 +0,01 1,14+0,01 0,15+0,01
21 aromadendreno 1443 1439 0,93 +0,08 0,46 +0,03 081+001 0,77+0,06 0,66 +0,03 0,82 £ 0,01 0,61 +0,02 1,18 +0,01 1,08+0 0,43+002 042+004 0,68+0,02 0,19 £0,12 0,8+0,03 0,91+0,07
22 a-humuleno 1459 1452 0,78 £0,04 0,68 £ 0,01 0,69+003 1,17+0,05 0,72+0,01 1,02 £ 0,05 087+0,03 088+002 0,56+0,05 1,41+£0,06 0,75+0,05 1,07 £ 0,05 0,49 £0,23 1,43+0,08 0,85+0,19
23 ni 1467 tr tr tr tr tr tr tr tr 1,21 +£0,04 tr tr tr 0,55+0,38 tr 0,46 + 0,32
24 oxido de cabreuva B 1467 1462 1,49 £ 0,06 0,97 £ 0,05 094+013 099+002 0,88+0,13 157+0,13 137+£003 082+003 042+004 0,23+002 0,24+0,06 0,54 £0,01 0,18 +0,11 tr 01+0
25 y-muuroleno 1482 1478 0,6 £0,01 0,34 £0,02 0,37+£0,01 0,49+0,02 0,4 £0,02 0,64 +0,03 0,53+0,02 055+0,03 tr 0,69 + 0,02 0,23+0 tr tr tr tr
26 oxido de cabreuva D 1485 1479 0,48 £ 0,07 0,33+0,13 0,45 +0,08 tr 0,3+0,13 0,56 +0,1 tr tr tr tr tr tr 025+0,01 051+003 0,49+0,01
27 germacreno D 1487 1480 2,48 £0,12 4,41+0,12 29+01 6,36 £0,05 4,19+0,19 3,82+0,1 315+0,06 4,01+014 2,22+0,16 1,83 +0,03 1,83+0,1 4,17 £ 0,06 1,44+0,07 4,05+0,02 5,62+0,04
28 ni 1489 tr 0,33 £0,05 0,54 +0,07 tr tr tr tr tr tr 0,26 £0,01  0,34+0,04 tr 031+£0,07 045+003 0,36 +0,02
29 ni 1497 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,18 £ 0,02 tr 0,2+0,01
30 viridifloreno 1501 1496 1,25+0,1 0,5+0,01 0,82+0,03 0,94 +0,06 0,8 +£0,05 1,12 £ 0,05 0,68 + 0,06 1,48+0,1 1,13 +0,02 056+0,01 0,65+0,01 1,31 +0,06 0,69 + 0,02 1,01+0,01 0,96 +0,07
31 biciclogermacreno 1503 1500 2,6 £0,07 3,48+0,03 4,05+0,06 6,4+0,1 6,28 £0,07 3,81+0,02 3,13+£0,03 804+011 504+0,21 229+0,01 3,71+0,06 9,07+0,18 3,36+0 5+0,08 9,37 £0,07
32 o-muuroleno 1507 1500 0,85 + 0,08 0,49 + 0,05 0,37+003 048+002 0,52+0,09 0,47 £ 0,03 062+001 061+006 0,48+0,01 0,3+0,02 0,4 +0,03 0,45 +0,03 043+003 054+001 0,57+0,04
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N Substancia IRL IRL 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC 2BD IAC
° exp. lit 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15
33 i 1513 0,88 +0,05 tr 025+002 034+002 021+001 037+001 066+004 0,23+0,01 tr tr tr tr tr tr 0,26 +0,01
34 i 1515 tr tr tr tr tr tr tr 0,27 +0,03 0,3+0,05 tr 0,45 +0,01 0,38+0 0,19+001 062+006 0,26+0,01
35 y-cadineno 1521 1513 142+005 0,78+002 042+002 079+002 072+004 053+002 088+001 071+002 0,61+0,07 04+0 0,52 +0,01 0,5+0,05 049+001 063+002 0,77+0,01
36 §-cadineno 1530 1522 5,27 £ 0,06 2,97 £0,01 2,25+0,08 2,31+0,14 2,4+0,13 2,27 £0,05 3,53+0,03 2,73 £ 0,06 2,28+0,14 2,03+0,01 2,38 +£0,04 1,89 +0,05 2,21+0,02 3,12+0,04 2,88 £0,02
37 trans-cadina-1,4-dieno 1539 1533 tr tr tr tr 0,1+0,02 tr tr 0,12 +0,01 tr tr tr tr tr tr 0,12 + 0,02
38 a-cadineno 1545 1537 tr tr tr tr 0,16 £ 0,01 tr tr 0,16 £ 0,01 tr tr tr tr tr tr 0,13 £ 0,02
39 ni 1551 2,14+0,11 1,54 0,05 16+0,14 1,13+0,09 1,2+0,03 1,83+0,1 1,53 +0,05 0,75+ 0,04 1,33+0,09 2,77 £0,09 0,82 0,09 0,68 + 0,02 0,8 +0,05 1,96 0,02 0,57 £ 0,02
40 i 1574 tr 1,05+0,04 0,74+002 097+003 0,78+0,04 1+0,03 0,97 0,02 0,460 1,13+0,06 097001 0,47+0,01 tr 0,79+0,04 1,06 +0,02 0,370
41 trans-nerolidol 1581 1561 46,64+021 41,7+02 3341+028 4091+037 4292+03 3759+031 415+017 3441+006 2326+066 37,67+058 3344+0,15 1143+011 1955+013 2875+01 3833%0,1
42 espatulenol 1597 1577 9,76+0,07 827+013 13,65+0,05 546+0,2 7,73+0,09 876+0,07 11,08+015 849+002 1507+01 10,17+0,07 7,88+005 1032+0,07 11,83+0,08 1234+0,02 749+0,06
43 ni 1601 1,47 £0,05 tr tr 16+03 tr tr tr tr tr 0,39 +0,09 tr tr tr tr 0,87 + 0,05
44 ni 1604 0,89+0,11 1,13 0,09 1,29 £ 0,06 0,96 + 0,06 1,02 £0,06 1,47 £ 0,06 1,54+0,11 0,85 +0,12 2,86 £ 0,37 1,13 +0,06 0,82 £ 0,05 1,57 £0,06 525+0,1 1,49 0,04 2,19+£0,04
45  globulol 1608 1590 tr 1,73 +0,07 242+0,1 0,74 +0,11 0,57 £ 0,05 0,63 +0,03 0,5+0,02 2,33+0,16 3,33+0,16 2,89 +0,05 1,4 +0,04 0,65 £ 0,03 2,16 £ 0,06 2,34 0,07 0,3+0,02
46 i 1612 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,69 + 0,04 0,38 £ 0,03 tr tr 0,43 +£0,03 tr 0,46 £ 0,03
47 i 1616 tr tr tr tr tr tr tr tr 1,87 £ 0,06 0,53 £0,05 tr tr tr tr tr
48  viridiflorol 1616 1592 0,73+0,03 tr 027+009 082+011 041+007 037+004 028+004 0,39+0,01 tr 0,68+007 023+002 054+001 0,23+0,05 tr 0,24 +0,01
49 rosifoliol 1619 1600 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,71+0,04 058+0,03 tr tr 0,71+0,1 tr 0,29 +0,02
50 ni 1625 tr tr 054+003 032+006 031+003 0,28+0,01 05+0,1 tr 098+013 045+006 033+003 045+001 066+006 052+002 0,31+0,05
51  1-epi-cubenol 1642 1627 0,72+0,1 0,46 + 0,05 tr tr 0,24 +0,04 tr 0,37 0,02 0,5+0,02 051+0 0,62+0,03 0,37 +0,03 tr tr 0,48+0,01 0,39+0,02
52  epi-o-cadinol 1660 1638 127+0,1 0,43+0,02 0,55%0,03 1+£0,14 0,47 £0,03 tr 0,5+0,03 064+004 058+008 051+002 031+0,04 tr 0,78+0,02 0,37+001 0,44 +0,02
53 epi-o-muurolol 1662 1640 2,5+0,06 1,06 0,1 0,64+0,3 129+006 1,03+005 082+015 1,11+002 1,23+0,04 16+01 1,17+005 068+003 021+003 158+002 092+005 0,99+0,08
54  a-muurolol 1667 1644 137+0,06 1,12+015 0,79+0,08 0,92+0,2 0,77+0,07 064+0,16 0,77 +0,02 0,6 £0,02 1,02+011 1,24+0,08 044+0,04 tr 091+003 096+002 0,61+0,08
55 o-cadinol 1676 1652  439+0,12 147%0,23 0,74+0,2 189034 1,46+0,05 06+0,14 135+003 163+002 194%029 161+£009 079+001 048+003 218+001 085+004 116%0,13
germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-o-
56 ol 1717 1685 tr tr tr tr tr tr 0,72 £0,15 tr tr tr tr tr tr tr tr
57 eremofilona 1756 1734 tr 0,37+0,1 0,66 0,1 tr 0,27 £0,04 tr 0,61+0,08 tr 051+021 0,43+0,02 tr tr 0,46 + 0,02 tr 0,22 +0,03
Hidrocarbonetos monoterpénicos 6,6 £0,17 19,84+037 2415+035 1249+0,27 1857+02 2337+0,32 1546+0,13 20,26+011 22,61+045 2254+035 36,07+022 4821+029 3651+031 2469+0,13 1417+0,15
Monoterpenos oxigenados 0+0 1,04 +0,03 1,6+0,17 0,5+0,02 0,71 £0,04 3,19+0,15 2,64 +0,12 1,96 + 0,06 1,97 +0,12 1,7+£013 1,67+0,11 1,73+0,08 2,27+0,15 2,13+0,12 0,71 +£0,02
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 18,65+0,73 17,15+054 1449+06 27,64+0,63 2013+096 1694+061 1654+032 242+065 1614+0,76 11,47+022 1325+043 228+062 11,07+065 1956+035 27,52+0,63
Sesquiterpenos oxigenados 69,36 +0,75 57,91+105 5453+122 5404+154 57,05+0,79 5154+089 60,16+0,71 51,02+038 4893+175 57,81+1,07 4577+041 2417+028 4083+05 4752+0,32 51,04+0,56
Néo identificadas 538+032 404+022 495+033 533+056 3,52+0,17 4,95+0,2 521+0,31 256+02 1036+084 687+04 3,23+0,23 3,08+0,09 9,14+0,75 6,1+0,19 6,31+0,55

IRL. exp. = indice de retencdo linear experimental; IRL. Lit = indice de retencéo linear da literatura (Adams, 2017); ni = substancia ndo identificada. tr = tragos (<0,09%); + = Desvio Padrédo
(triplicatas)
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Figura 10: Proporcéo relativa média dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais dos individuos de B. dracunculifolia, estagdo chuvosa (segunda coleta); Aguas de Santa Barbara - SP
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PC 2 (132 %)

A seguir a estrutura quimica das 10 substancias majoritarias dos 6leos essenciais para 0

periodo seco e chuvoso (Figura 11).

Hidrocarbonetos monoterpénicos Hidrocarbonetos sesquiterpénicos

B-pineno limoneno a-pineno

germacreno D biciclogermacreno

Sesquiterpenos oxigenados

1“%} %8’ O 8,.< t&

trans-nerolidol espatulenol a-cadinol 8-cadineno trans-cariofileno

Figura 11: Dez principais substancias encontradas nos 6leos essenciais de Baccharis dracunculifolia coletadas no periodo de
seca e no periodo chuvoso; Aguas de Santa Barbara — SP.

Para compreender melhor as divergéncias da composi¢do quimica dos 6leos essenciais entre
os individuos de B. dracunculifolia, foi empregada a analise de componentes principais (ACP).
Gréficos bidimensionais de scores e biplot para a estacdo de seca sdo apresentados (Figura 12).
Em conjunto, as duas componentes principais explicam cerca de 29,3% da variacdo dos dados
onde é possivel observar a separacdo de alguns individuos dos demais com destaque para 1BD
IAC11e 1BD IAC 12
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Figura 12: Graficos da analise de componentes principais (ACP), com grafico de scores e grafico biplot em funcdo da
composicdo quimica dos 6leos essenciais dos 15 individuos de B. dracunculifolia coletados na estacdo seca, Aguas de Santa
Barbara — SP.
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A partir da analise de agrupamentos hierarquicos (AAH) foi possivel observar a formacao
de dois grupos com 25% de dissimilaridade. Um dos grupos é formado pelos individuos 1BD
IAC 11 e 1BD IAC 12 e o outro grupo pelos demais individuos (Figura 13), indo de encontro
ao que foi observado pela ACP acima (Figura 12).
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Figura 13: Andlise de agrupamentos hierarquicos (AAH) de acordo com a distancia Euclidiana dos 6leos essenciais dos
individuos de B. dracunculifolia da primeira coleta (estagdo seca)

O mapa de calor (Heatmap) da estacdo seca (primeira coleta) também indicou a formacao
de dois grupos (Figura 14) como observado na AAH, onde os individuos 1BD IAC 08; 1BD
IAC 09; 1BD IAC 11; 1BD IAC 12 e 1BD IAC 13 formaram um grupo, e os demais individuos
0 segundo grupo. As substancias a-pineno, mirceno, B-pineno e a-terpineol desempenham um
importante papel na separacdo dos individuos 1BD IAC 11; 1BD IAC 12 e 1BD IAC 13,
enquanto que y-muuroleno e rosifoliol tém papel importante na separacdo de 1BD IAC 08 e
1BD IAC 09 do restante dos individuos (Figura 14).
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Figura 14: Mapa de Calor (Heatmap) com base na composicdo quimica dos dleos essenciais dos 15 individuos de B.
dracunculifolia da coleta na estacéo seca (primeira coleta), Aguas de Santa Barbara — SP.

Para a estagdo chuvosa (segunda coleta) as duas componentes principais (PC1 e PC 2)
explicaram 31,4% da variacdo dos dados da composicao quimica dos 6leos essenciais (Figura
14). E possivel observar a separacdo dos individuos 2BD IAC 10; 2BD IAC 11; 2BD IAC 12 e
2BD IAC 13 dos demais.
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Figura 15: Graficos da analise de componentes principais (ACP), com grafico de scores e grafico biplot em funcdo da
composicdo quimica dos 6leos essenciais dos 15 individuos de B. dracunculifolia coletados na estagdo chuvosa, Aguas de Santa
Barbara — SP.
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A analise de agrupamentos hierarquicos (AAH) apresentou a formacéo de dois grupos com
30% de dissimilaridade, sendo o grupo | formado por 2BD IAC 10; 2BD IAC 11; 2BD IAC 12
e 2BD IAC 13 e o grupo Il formado pelos demais individuos (Figura 16), indo de encontro ao
que foi observado pela ACP acima (Figura 15). Tanto a AAH da primeira coleta quanto a AAH
da segunda coleta mostraram a formacao de agrupamentos, indicando diversidade quimica
intraespecifica dos individuos da populacdo independente das esta¢fes do ano (Figuras 12 e
15).

= 2BDIAC 01
= ZBDIAC 02
= 2BDIAC 03
2BD IAC 04 4{
= ZBDIAC 05
2BD IAC 06
= 2BD IAC 07
2BD IAC 08
2BD IAC 09
2BD IAC 10
= ZBDIAC 11 [
BOTACT L 28D 1AC 14 02
= [2BD I1AC 13 | 2BD IAC 14 02
= |2BD 1AC 14 L 2BD IAC 14 01
2BD IAC 15 [
L 26D IACOT 02
r— ¥ %epcorot
L 1oepiacoron

Figura 16: Analise de agrupamentos hierarquicos de acordo com a distancia euclidiana dos ¢leos essenciais dos 15 individuos
de B. dracunculifolia coletados na estagdo seca, Aguas de Santa Barbara — SP.

O mapa de calor (Heatmap) da segunda coleta indicou a formacéo de dois grupos, baseados
na distancia euclidiana, que os separa por dissimilaridade. O grupo I (a direita) é formado pelos
individuos 2BD IAC 10; 11; 12; 13; 02; 07; 09; 14; 03 e 06 e o grupo Il formado pelos
individuos 2BD IAC 01, 15, 04, 05 e 08. As substancias a-muuroleno, aromadendreno,

viridifloreno, a-cadineno entre outras, contribuiram para a separagéo do grupo Il (Figura 17).
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Figura 17: Mapa de Calor (Heatmap) com base na composicao quimica dos Oleos essenciais dos individuos de B.
dracunculifolia da coleta na estacéo chuvosa (segunda coleta), Aguas de Santa Barbara — SP.

Para observar se houve variagdo quimica entre os periodos de coleta, os dados das duas
coletas foram submetidos a anélise de agrupamentos hierérquicos (AAH). A analise AAH
demonstrou a formacéo de dois agrupamentos com 50% de dissimilaridade, onde um dos grupos
apresentou os individuos da segunda coleta, com exce¢do de 2BD IAC 01, e o segundo grupo
os individuos da primeira coleta, com excecéo de 1BD IAC 11, indicando que 0s periodos em
que as plantas foram coletadas influenciaram a composic¢éo quimica dos 6éleos essenciais de B.
dracunculifolia (Figura 18).
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Figura 18: Analise de agrupamentos hierarquicos (AAH) de acordo com a distancia Euclidiana dos 0leos essenciais dos 15
individuos de B. dracunculifolia coletados nas esta¢des seca e chuvosa, Aguas de Santa Barbara — SP.

O mapa de calor (Heatmap) contendo os individuos coletados das duas estacdes (seca e
chuvosa), apresentou a formacao de dois agrupamentos baseados na distancia euclidiana, que
0s separa por dissimilaridade, onde o grupo | possui o individuo 2BD IAC 01 e os demais da
primeira coleta, com exce¢édo de 1BD IAC 15 e 1BD IAC 11, os quais estdo presentes no Grupo
Il com os demais individuos da segunda coleta. Tais resultados indicam que a sazonalidade
interferiu na composicao quimica dos 6leos essenciais dos individuos da populagéo, separando-
os de acordo com o periodo de coleta. No primeiro agrupamento (a esquerda), é possivel
observar que os individuos possuem uma maior similaridade entre si devido as substancias
oxido de cabreuva B, epi-a-cadinol, epi-a-muurolol, a-cadinol, 8-cadineno, entre outros, no
segundo agrupamento (a direita), é possivel observar uma maior similaridade entre os
individuos devido a substancias como o a-tujeno, eremofilona, terpinoleno, mirceno, terpinen-

4-ol, entre outras (Figura 19).
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Figura 19: Mapa de calor (Heatmap) com base na composigao quimica dos 6leos essenciais dos 15 individuos de B. dracunculifolia coletados nas estagdes seca e chuvosa, Aguas de Santa Barabara —

SP.
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3.5.4. Composicdo quimica dos Oleos essenciais de B. dracunculifolia por
cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas
(CGxCG-EM)

A partir da técnica de cromatografia bidimensional abrangente acoplada a espectrometria
de massas (CGxCG-EM) foi possivel detectar e identificar um maior nimero de substancias
nos Oleos essenciais para cada individuo. Para a técnica unidimensional (CG-EM) o numero de
substancias identificadas nos 6leos essenciais, nas duas estacGes do ano, variou de 19 a 39,
enquanto na bidimensional (CGxCG-EM) esse nimero variou de 57 a 68 substancias (Figura
20).

n2 de substancias identificadas

individuos

B CG unidimensional m CG bidimensional

Figura 20: Numero de substancias identificadas nos oleos essenciais de B. dracunculifolia por Cromatografia gasosa
unidimensional (1D-CG) e bidimensional (2D-CG) nas esta¢des seca e chuvosa; Aguas de Santa Barbara — SP.

A Figura 21 ilustra o maior poder de resolucdo da cromatografia gasosa bidimensional
abrangente (CG x CG) frente a cromatografia gasosa unidimensional (1D-CG). Nela é possivel
observar que picos sobrepostos na 1D-CG foram resolvidos na segunda dimenséo da 2D-CG.
As substancias B-elemeno e aromadendreno, que aparecem como um Unico pico na 1D-CG
foram desdobradas em dois picos na 2D-CG, sendo possivel identificar as substancias p-
cubebeno e d6xido de cabreuva A, revelando um ganho na resolucdo devido ao aumento da

capacidade de pico que a cromatografia gasosa bidimensional proporcionou.
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Figura 21: Exemplo de picos das substancias B-elemeno, aromadendreno, B-cubebeno e 6xido de cabredva A do dleo essencial
de B. dracunculifolia coeluidas na primeira dimens&o (*D) e resolvidos na segunda dimensdo (D).

A composic¢do quimica dos 0leos essenciais dos individuos de B. dracunculifolia

coletados nas estacdes seca e chuvosa esta demonstrada nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. As

substancias identificadas somente por CGxCG- EM foram destacadas em negrito.
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Tabela 4: Composicdo quimica (%) dos o6leos essenciais dos 15 individuos de B.

dracunculifolia, coletados na estacdo seca, obtida por meio de cromatografia gasosa

bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas (CGxCG-EM)

o IRL IRL 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd
n° Substancia exp. Lit IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15
1 a-tujeno 928 924 0,10 0,39 0,03 0,57 0,34 0,08 0,33 0,26 0,05 0,72 0,41 0,03 0,36 tr 0,49
2 a-pineno 936 932 1,46 4,16 0,46 1,29 2,53 2,01 1,17 1,94 3,48 1,87 7,02 2,24 2,83 1,29 1,04
3 canfeno 956 946 tr 0,05 0,02 0,02 0,05 0,07 tr 0,03 0,10 0,03 0,13 0,04 0,03 tr tr
4 sabineno 978 969 tr tr tr 0,11 0,19 0,11 0,14 0,07 0,18 0,15 0,13 tr tr 0,09 0,03
5 B-pineno 983 974 4,97 591 7,11 7,72 8,42 551 6,30 6,85 13,90 9,03 13,37 17,99 7,82 4,27 5,83
6 mirceno 992 989 0,99 2,51 0,35 0,77 0,97 0,51 1,19 0,70 1,45 1,38 2,17 1,71 1,55 1,02 1,55
7 2-pentil-furano 992 990 tr tr tr tr tr 0,02 tr 0,03 tr tr 0,03 tr 0,02 tr 0,04
8 a-felandreno 1010 1002 0,03 tr tr tr 0,06 0,02 tr tr 0,02 0,04 0,03 0,02 tr tr 0,06
9 &-3-careno 1014 1008 0,11 tr 0,18 tr 0,12 0,13 0,32 0,19 0,24 0,04 tr 0,02 0,18 0,04 0,07
10 a-terpineno 1021 1014 0,07 0,04 0,03 0,14 0,11 0,10 0,14 0,05 0,14 0,18 0,03 0,07 0,13 0,12 0,13
11 orto-cimeno 1029 1022 0,68 0,14 0,03 0,18 0,76 0,16 0,29 0,13 0,12 0,22 0,15 tr 0,18 0,08 0,27
12 limoneno 1033 1024 2,43 4,84 7,41 3,72 8,11 5,76 8,81 7,88 5,06 13,45 15,82 4,32 12,1 4,3 11,15
13 trans-B-ocimeno 1048 1044 0,45 0,69 0,73 0,87 0,60 0,90 0,71 0,64 0,91 0,61 0,86 0,46 0,68 0,65 0,52
14 fenilacetaldeido 1055 1045 0,06 tr 0,15 0,09 0,36 0,11 0,12 0,32 0,29 0,12 0,46 tr 0,33 0,22 0,11
15 y-terpineno 1062 1054 0,21 0,20 0,19 0,42 0,26 0,14 0,17 0,20 0,19 0,40 0,68 0,22 0,41 0,19 0,5
16 acetofenona 1079 1059 0,81 0,40 0,85 0,35 0,52 0,77 0,71 1,31 0,86 0,42 0,89 0,47 117 0,98 117
17 terpinoleno 1093 1086 0,35 0,38 0,17 0,56 0,31 0,11 0,22 0,19 0,15 0,45 0,57 0,17 0,43 0,1 0,57
18 linalool 1104 1095 0,69 0,54 0,42 0,80 0,74 0,98 1,85 0,70 1,29 0,61 0,56 0,49 0,99 0,92 0,33
19 "ans'f g}d_it':?s:‘i(')”o"a' 1118 1113 073 059 062 057 062 062 093 063 101 058 061 052 051 tr 085
20 pinocarvona 1173 1160 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,05 tr tr tr tr
21 terpinen-4-ol 1187 1174 0,43 0,36 0,21 0,32 0,29 0,73 0,24 0,17 0,36 0,32 0,61 0,38 0,34 0,4 0,35
22 a-terpineol 1202 1186 0,55 0,21 0,69 0,45 0,40 0,66 0,69 0,50 0,73 0,58 1,20 0,63 0,52 0,64 0,38
23 metil-citronelato 1261 1257 tr 0,07 tr tr tr 0,03 tr 0,03 tr tr 0,10 0,08 0,03 tr tr
24 teaspirano 1326 1299 tr tr 0,03 tr tr tr tr tr tr 0,02 0,03 tr 0,09 tr tr
25 (3E)-hexenil tiglato 1330 1315 0,06 0,12 tr 0,14 0,03 tr 0,08 tr tr tr 0,09 tr tr tr tr
26 d-elemeno 1347 1335 0,04 0,03 0,05 tr 0,04 tr tr 0,03 0,02 tr tr 0,03 0,03 0,03 0,07
27 a-cubebeno 1358 1348 0,04 0,05 0,05 0,06 0,10 0,06 0,06 0,04 0,06 tr 0,07 0,03 0,12 0,08 0,1
28 etil-hidrocinamato 1360 1352 0,07 0,04 tr tr 0,05 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,05 0,06
29 a-ylangeno 1384 1373 0,13 0,03 0,05 0,08 0,02 0,03 0,03 0,08 0,04 0,13 0,04 0,09 0,07 0,05 0,09
30 a-copaeno 1388 1374 0,13 0,09 0,13 0,08 0,14 0,13 0,15 0,07 0,42 0,17 0,13 0,08 0,07 0,11 0,14
31 trans-p-damascenone 1398 1383 0,04 0,04 0,02 0,07 0,02 0,05 0,03 0,05 0,10 0,03 0,03 0,07 0,04 0,06 0,03
32 B-cubebeno 1402 1389 tr 0,07 0,09 0,04 0,03 0,07 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 tr tr tr tr
33 B-elemeno 1402 1389 0,26 0,15 tr 0,07 0,17 0,19 0,20 0,10 0,27 0,19 0,15 0,24 0,11 0,18 0,22
34 metil-eugenol 1417 1403 tr tr 0,06 0,05 0,03 tr 0,02 tr 0,03 0,02 tr tr tr tr tr
35 a-gurjuneno 1424 1409 0,12 0,05 0,03 0,05 0,06 0,03 0,16 0,07 0,14 0,13 0,19 0,19 0,22 0,11 0,14
36 trans-cariofileno 1434 1417 1,88 2,67 1,29 4,50 1,35 1,24 1,40 1,85 3,53 1,29 1,29 1,33 1,56 1,45 2,48
37 p-copaeno 1444 1430 0,10 0,06 0,05 0,06 0,35 0,12 0,17 0,18 0,26 0,10 0,07 0,15 0,13 0,2 0,11
38 aromadendreno 1454 1439 0,59 0,43 0,71 0,10 0,57 0,39 0,50 1,07 1,64 0,79 0,85 0,97 17 124 0,96
39 oxido cabreuva A 1456 1444 0,11 0,13 0,08 0,62 0,13 0,22 0,20 0,15 0,13 0,23 0,17 0,13 tr 0,29 0,07
40 guaia-6,9-dieno 1461 1447 0,05 tr 0,05 0,07 0,05 tr 0,04 0,06 0,05 0,04 0,05 0,07 0,06 tr tr
41  trans-muurola-3,5-dieno 1466 1451 0,10 0,09 0,04 0,06 0,14 0,10 0,10 0,05 0,17 0,11 0,07 0,06 0,03 0,09 0,08
42 a-humuleno 1468 1452 0,36 0,63 0,71 1,17 0,60 0,83 0,63 1,07 0,64 tr 0,73 0,60 0,66 0,47 0,75
43 alloaromadendreno 1471 1458 0,05 tr tr 0,02 tr tr 0,07 tr 0,13 0,72 0,07 0,13 tr tr tr
44 o6xido cabreuva B 1473 1462 1,70 1,40 1,23 1,12 1,12 154 1,35 0,42 1,32 1,44 0,64 1,05 0,54 2,14 1,01
45 9-epi-trans-cariofileno 1478 1464 0,17 0,10 0,06 0,05 0,11 0,07 0,17 0,24 0,35 0,08 0,09 0,15 0,14 0,31 0,14
46 oxido cabreuva C 1478 1466 0,10 0,10 0,06 0,09 tr 0,10 0,11 tr 0,09 0,14 tr 0,04 0,07 0,24 0,11
47 y-gurjuneno 1488 1475 0,15 0,12 0,14 0,06 0,10 0,08 0,21 0,07 0,23 0,11 0,08 0,12 0,07 0,19 0,06
48 y-muuroleno 1490 1478 0,63 0,33 0,19 0,17 0,35 0,29 0,49 0,42 0,74 0,47 0,20 0,39 0,54 0,61 0,5
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o \RL gL Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd 1Bd  1Bd
ne Substancia ep. L 'AC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC
0L 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 1415
49 6ido cabreuva D 1490 1479 120 094 102 09 068 105 094 044 08 097 048 078 039 151 089
50 germacreno D 1498 1480 204 446 168 343 305 402 233 328 311 298 110 224 18 166 255
51 p-selineno 1503 1489 014  tr 005  tr tr 003 010 004 015 004 tr 009 024 018 008
52 a-vetispireno 1505 1489 tr 002 01l 003 002 003 tr 019 008 004 013 015 006 003
53 viridifloreno 1510 149 028 028 055 03¢ 057 030 017 126 125 052 070 104 08 09 061
54 biciclogermacreno 1513 1500 422 661 334 430 450 317 312 646 810 370 188 866 557 475 712
55 s-amorfeno 1521 1511 016 011 026 018 020 028 011 021 020 014 013 019 01 018 02
56 y-cadineno 1531 1513 064 037 028 052 059 025 046 043 050 047 024 003 009 006 053
57 3-cadineno 153 1522 355 248 137 219 293 155 276 101 235 255 211 159 291 233 237
58 trans-calameneno 1538 1528 008 005 003  tr tr 002 005 tr 018 tr tr tr 02 008 005
59 a-cadineno 1554 1537 009  fr tr r 025 009 014 015 016 012 007 014 012 008  tr
60 a-calacoreno 1562 1544 012 002 013 003  tr tr 006 023 043 005 012 040 028 098 009
61 trans-nerolidol 1574 1561 3672 2011 3350 3555 3408 3045 3366 3200 1440 2738 2323 1338 1580 2496 2926
62 p-calacoreno 1582 1564 0,04  tr tr tr tr 021 022 024 015 012 tr 012 023 024 tr
63 palustrol 1587 1567 053 042 092 012 025 020 073 036 08 026 020 077 08 038 04
64 espatulenol 1600 1577 507 523 79 617 526 676 828 572 375 693 712 1335 915 173 641
65 6xido cariofileno 1605 1582 041  tr tr 162 043 043 tr 040 tr tr 046  tr tr 017 05
66 cubeban-11-ol 1616 018 016 002 06l tr 074 077 023 032 008 010 107 022 036 014
67 rosifoliol 1624 1600 026 020 097 008 tr 023 017 027 200 013 014 022 023 054 034
68 110-di-epi-cubenol 1634 1618 012 019 006 014 019 022 036 010 024 024 008 023 tr 018 008
69 eremoligenol 1642 1620 032 035 019 007 tr 021 014 040 049 024 021 036 017 029 015
70 epicubenol 1647 1627 053 010 064 028 030 033 030 035 028 tr 050 007 066 026 029
7 cubenol 1653 1642 019 027 026 022 034 028 02 tr 027 019 tr 004 004 006 012
72 a-muurolol 1661 1644 360 202 179 257 154 038 043 078 242 103 025 151 247 067 168
73 a-cadinol 1674 1652 562 361 240 289 324 163 273 183 044 164 136 297 333 057 244
74 ge’mact’r"i‘:r“ffi'_%llo(l“)‘ 1711 1685 tr 063 146 t 031 217 044 037 08 065 031 030 078 106 035
75 eremofilona 1760 1734 012 040 018 037 017 017 016 012 006 015 033 032 03 029 007
Hidrocarbonetos monoterpénicos 11,85 1931 16,71 16,37 22,83 1563 19,79 19,16 2599 2857 41,40 2729 26,72 12,15 22,25
Monoterpenos oxigenados 332 220 297 272 29 390 462 366 454 265 460 257 398 316 3,19
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 16,23 1936 11,43 1786 16,40 1341 1379 1945 2546 1505 10,52 1921 17,86 16,55 19,56
Sesquiterpenos oxigenados 5680 4535 5274 5348 4804 5632 5119 4427 2885 4182 3567 3671 3540 5151 4431
Nao identificados 11,80 1369 1615 957 977 1074 1061 1346 1516 1191 7,81 1422 1604 1663 10,69
Total Identificado 8820 8631 8385 9043 9023 8926 89,39 8654 8484 8809 9219 8578 8396 8337 8931

IRLexp. = indice de retencdo linear experimental; IRL.

(<0,005%)

Lit = indice de retencéo linear da literatura (Adams, 2017); tr = tragos
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Tabela 5: Composicdo quimica (%) dos oOleos essenciais dos 15 individuos de B.

dracunculifolia, coletados na estacdo chuvosa, obtida por meio de cromatografia gasosa

bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas (CGxCG-EM)

- RL 1rL 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 28d 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 28d 2Bd 2Bd  2Bd
Ne Substancias ep. L 'AC JACIAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15
1 a-tujeno 928 924 045 036 002 022 036 014 049 025 003 060 039 009 059 004 05
2 a-pineno 93 932 38 439 053 077 271 299 127 186 232 123 609 549 596 463 096
3 canfeno 953 946 009 003 006 tr 005 008 005 006 004 003 005 014 009 01 tr
4 sabineno 975 969 017 0,39 tr 016 019 014 015 tr r 007 053 tr 033 tr 009
5 B-pineno 981 974 867 639 1159 1003 837 974 378 960 1228 554 1385 2868 141 11,62 292
6 mirceno 989 988 139 294 050 087 115 147 08 147 133 105 285 249 28 273 072
7 a-felandreno 1007 1002  tr 0,02 tr tr tr 004 tr 002 tr 003 005 tr 004 004 tr
8 5-3-careno 1014 1008 019 tr 019  tr 008 023 037 018 027 003 tr 005 01 013 005
9 a-terpineno 1019 1014 019 013 tr 009 011 023 013 008 008 009 017 017 021 012 011
10 orto-cimeno 1026 1022 005 022 tr 012 008 025 016 014  tr r 01l 019 tr 007
11 limoneno 1031 1024 468 531 927 243 756 1403 897 7,03 38 1186 1749 672 1899 7,3 834
12 trans-p-ocimeno 1045 1032 073 047 054 052 043 08 08 060 110 055 041 08 061 168 036
13 fenilacetaldeido 1055 1036 0,14 0,22 tr tr 010 023 009 016 tr 020 013  tr 04 013 004
14 y-terpineno 1060 1054 030 036 012 038 021 029 029 033 030 042 038 044 038 028 026
15 acetofenona 1079 1059 034 033 041 007 029 128 065 065 040 025 022 031 04 079 028
16 terpinoleno 1090 1086 034 034 016 033 030 016 020 03 021 052 029 031 042 018 037
17 linalool 1102 1095 055 038 026 023 021 18 09 036 099 029 029 023 118 059 012
18 trans‘f"fﬁiﬁ:ﬂ'}”"”a‘ 1116 1113 061 059 046 070 064 097 063 073 043 040 041 037 041 058 048
19 terpinen-4-ol 1184 1174 013 016 021 014 019 067 012 034 039 023 051 046 036 047 0,09
20 a-terpineol 1198 1186 039 007 039 009 032 076 068 054 079 047 041 052 064 054 011
21 metil nerolato 1280 1280 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,06 tr tr tr tr tr tr
2 5-elemeno 1344 1335 006 004 005 007 015 010 008 007 012 006 004 011 007 01 016
23 a-cubebeno 1356 1348 008 024 013 024 023 022 010 015 015 010 013 013 015 019 02
24 a-ylangeno 1379 1373 005 003 005 005 005 005 tr 011 005 006 004 01 004 01 tr
25 4-Copaeno 1384 1374 011 021 021 033 015 027 025 020 032 009 010 024 003 025 035
26 B-bourboneno 1393 1387 & 005 011 005 007 002 011 001 007 003 001 013 tr 007 007
27 B-cubebeno 1398 1387 tr 0,07 tr 0,02 tr 0,01 tr 0,05 tr tr tr tr tr tr tr
28 B-elemeno 1398 1389 023 024 032 053 0238 030 02 047 036 014 008 045 017 037 044
29 p-longipineno 1410 1400 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,02 tr 0,21 tr
30 metil-eugenol 1415 1403 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,06 tr tr tr tr tr tr
31 a-gurjuneno 1420 1409 012 005 018 010 011 007 012 028 022 007 007 03 012 024 017
32 trans-cariofileno 1429 1417 196 199 156 674 245 184 214 259 263 093 140 22 085 19 458
33 B-copaeno 1439 1430 007 012 023 033 016 025 015 03 029 009 011 039 014 031 021
34 a-guaieno 1444 1437 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,06 0,03 0,06 tr tr
35 aromadendreno 1451 1439 052 062 101 117 092 095 090 179 152 062 100 254 101 143 151
36 oxido cabreuva A 1451 1444 tr 0,19 0,10 0,12 0,17 0,34 tr tr tr 0,16 tr tr tr 0,35 tr
37 guaia-6,9-dieno 1456 1447 0,05 0,05 0,05 tr 0,04 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
38 ‘rans'”&‘i’:nrg'a'3'5' 1461 1451 006 009 007 006 005 007 017 006 006 002 007 007 008 008 012
39 a-humuleno 1466 1452 091 054 045 094 069 08 09 068 062 043 075 075 04 187 104
40 alloaromadendreno 1468 1458 0,03 tr tr 0,09 0,14 0,33 0,04 tr 0,12 0,05 0,05 0,28 0,07 tr 0,11
41 oxidocabreuva B 1468 1462 058 100 096 052 041 144 085 054 064 127 025 072 047 017 036
42 6xidocabrewaC 1473 1466 017 008 005 004  fr tr 025 004 004 tr 012 tr 016  fr tr
43 Z:ﬁgfngz 1473 1466 005 025 013 014 & 033 & 030 015 & 012 013  fr tr tr
4q  UEANSCAANGAEMAygg3 a475 v 013 005 007 tr v 006 w001 008 tr tr tr
45 y-gurjuneno 1485 1475 tr tr tr tr 0,08 tr tr tr 0,10 tr 0,32 tr tr 0,1 tr
46 y-muuroleno 1485 1478 034 049 031 059 030 079 060 067 051 030 tr 079 023 08 042
47 oxidocabreuwvaD 1485 1479 060 061 08 038 042 051 064 047 066 090 024 058 025 135 027
48 germacreno D 1493 1480 220 321 161 440 302 275 195 220 081 108 159 204 087 277 351




2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd 2Bd

Ne Substancias 'EF:F'; B-IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC IAC  IAC
o0 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15
49 B-selineno 1500 1489 387  tr v 010 018 009 024 030 014 v 032 006 016 02
50 cis-p-guaieno 1500 1492 v 006 w 013 018 006 t 018 018 tr 011 019 002 006
51 viridifloreno 1508 1496 tr tr 0,77 0,68 tr 0,42 0,54 2,33 tr tr 0,71 1,95 tr tr 0,11

52 biciclogermacreno 1508 1500 tr 4,12 4,08 6,36 6,44 3,56 3,10 6,78 6,43 2,85 0,81 9,28 4,18 7,65 10,88

53 &-amorfeno 1518 1511 0,21 0,27 0,18 0,05 0,13 0,23 0,30 0,11 0,18 0,21 0,13 0,11 0,12 0,21 0,18
54 y-cadineno 1526 1513 0,95 0,62 0,24 0,73 0,89 0,37 1,00 0,57 0,57 0,48 0,60 0,67 0,62 0,8 0,86
55 §-cadineno 1533 1522 3,98 2,51 1,56 2,37 2,77 2,00 3,63 2,23 1,74 1,86 2,53 2,25 2,79 3,16 3,19
56 trans-calameneno 1536 1528 tr tr tr tr 0,02 tr tr tr 0,14 tr tr tr tr tr tr
57 a-cadineno 1549 1537 0,26 0,13 0,40 0,13 0,16 0,25 0,24 0,06 tr 0,65 0,14 0,36 0,12 tr 0,13
58 a-calacoreno 1554 1544 0,05 0,03 0,11 tr 0,04 tr 0,07 tr tr tr 0,07 tr 0,06 0,06 0,06
59 trans-nerolidol 1567 1561 36,59 3515 34,15 3559 40,27 28,02 4061 30,53 2291 40,62 2599 7,55 18,33 29,06 40,43
60 maaliol 1582 1566 0,19 0,66 0,22 0,24 0,18 0,19 tr 0,22 0,39 tr 0,08 tr 0,78 tr 01
61 palustrol 1582 1567 0,46 0,22 0,34 0,47 0,31 0,27 0,41 0,50 0,81 0,25 0,25 0,65 0,31 0,32 0,23
62 espatulenol 1595 1577 5,00 895 1224 737 5,97 7,64 8,03 699 1196 745 7,40 7,09 tr tr 4,53

63 O6xido cariofileno 1600 1582 0,65 0,41 0,22 0,32 0,37 0,24 0,60 0,31 0,58 0,21 0,20 0,41 0,44 tr 0,57

64 globulol 1611 1590 0,69 1,55 1,88 0,52 0,56 0,47 0,26 2,13 2,35 2,49 1,26 1,34 2,58 tr 1,89
65 cubeban-11-ol 1611 1590 tr tr tr 0,10 tr tr 0,15 0,11 0,24 tr tr 0,07 0,14 0,11 0,07
66 salvial-4(14)-en-1-ona 1611 1594 0,05 tr 0,06 0,13 tr 0,09 tr tr tr 0,07 tr 0,03 tr 0,04 0,04
67 viridiflorol 1618 1594 0,70 0,45 0,60 0,73 0,56 0,35 0,58 0,82 1,15 0,54 0,57 1,03 1,51 0,28 0,4
68 rosifoliol 1618 1600 0,08 0,05 0,14 0,23 0,17 0,21 0,42 0,32 0,07 0,36 0,13 0,06 0,24 0,38 0,12
69 epicubenol 1639 1627 0,55 0,38 0,34 0,18 0,11 0,17 0,27 0,27 0,23 0,04 0,04 0,25 0,19 0,14 0,05
70 m“‘ériglff‘l“_*ﬂl_%(ll“)' 1642 1630 008 007 029 017 024 019 016 03 tr 014 030 004 028 02 028
71 t-muurolol 1658 1640 2,90 tr 0,47 1,84 1,21 0,58 1,35 1,35 1,35 1,28 0,72 0,42 0,61 1,01 0,41
72 cubenol 1658 1645 0,41 0,30 0,31 0,25 0,27 0,27 tr 0,38 0,30 0,53 0,29 tr 1,68 0,49 0,72
73 a-muurolol 1658 1645 tr 111 0,58 0,41 tr 0,17 0,31 0,15 tr 0,34 0,13 tr 0,28 0,22 0,08
74 a-cadinol 1668 1652 3,89 2,20 1,13 2,28 1,39 0,73 153 1,76 2,72 1,89 0,83 0,62 3,06 1,42 1,33
75 biciclogtiesr?r-lacrenal 1757 1733 0,50 0,45 0,34 0,10 0,21 0,10 0,32 0,08 0,36 0,26 0,11 0,1 0,27 0,2 0,15
Hidrocarbonetos monoterpénicos 21,10 21,35 2298 1592 21,60 3067 17,54 2198 21,83 22,02 4266 4545 4483 2885 14,75
Monoterpenos oxigenados 2,16 1,75 1,73 1,23 1,75 573 3,07 2,78 3,06 1,84 1,97 1,89 3,39 3,10 1,12
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 16,16 16,16 1386 26,47 19,65 16,19 16,85 2257 17,48 10,13 11,12 2583 1226 22,89 28,50
Sesquiterpenos oxigenados 53,49 5322 5442 5161 5240 4147 56,10 46,80 46,16 57,90 3867 20,38 31,28 3439 5176
Nao identificados 6,49 6,90 6,21 4,39 4,18 543 5,80 5,40 1081 721 5,34 5,87 7,99 9,42 3,60
Total Identificado 9351 93,10 93,79 9561 9582 9457 9420 9460 89,19 92,79 9466 9413 92,01 90,58 96,40

IRL exp. = indice de retencdo linear experimental; IRL. Lit = indice de reten¢do linear da literatura (Adams, 2017); tr = tracos
(<0,005%)

A analise de componentes principais (Figura 21) da cromatografia gasosa bidimensional
abrangente (CGxCG), com duas constituintes principais (PC1 e PC2) conseguiram explicar
29,6% da variacdo dos dados das estacOes coletadas, separando os periodos de coleta em dois
agrupamentos bem definidos. De acordo com o grafico de loadings da ACP as substancias
viridiflorol, t-muurolol, globulol e muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol contribuiram para a separagéo
dos individuos da estacdo chuvosa (a direita), enquanto a eremofilona, a-muurolol,
eremoligenol e trans-p-damascenona para a separacdo dos individuos da estacdo seca (a
esquerda). Vale destacar ainda que, para a PC2, trans-nerolidol, terpinoleno, sabineno ¢ a-
tujeno contribuiram significativamente para a separacdo de individuos na parte superior do
grafico, enquanto B-pineno, f-copaeno, aromadendreno e y-muuroleno contribuiram para a

separagdo dos individuos (Figura 21).
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Figura 22: A) Gréficos de scores e loadings indicando as principais substancias presentes nos agrupamentos de individuos
formados; B) Andlise de Componentes Principais (ACP) contendo PC1 (com 19,3%) e PC2 (com 10,3%), com um total de
29,6% da variacdo dos dados; (Estacdo seca e estagdo chuvosa).

O mapa de calor (Heatmap), contendo os individuos coletados nas estacGes seca e
chuvosa apresentou a formacao de dois agrupamentos, com base na distancia euclidiana, que é
uma medida de dissimilaridade, onde um deles apresentou todos os individuos da estacdo seca
e 0 outro apresentou todos os individuos da estacdo chuvosa (Figura 23). As escalas de
dissimilaridade desse heatmap variaram de -4 a 4, onde quanto mais proximo de 4, maior a
afinidade do individuo com a substancia. Portanto, é possivel destacar que substancias globulol,
viridiflorol, maaliol, B-bourbureno, iso-biciclogermacreno, a-cubebeno, B-elemeno, trans-f-
ocimeno, entre outras, apresentaram maior influéncia nos individuos coletados na estacéo
chuvosa (21/03/2022), enquanto que substancias eremofilona, a-muurolol, eremoligenol, trans-
B-damascenona, etil-hidrocinamato, 1,10-di-epi-cubenol, o-vestipireno, entre outras,
apresentaram maior similaridade com os individuos coletados na estagdo seca (06/09/2021). A
identificacdo de um maior nimero de substdncias nos Oleos essenciais pela técnica de
cromatografia gasosa bidimensional abrangente (CGxCG) contribuiu para a avaliacdo da
influéncia das estacdes na composi¢do quimica dos Oleos essenciais da populagdo de B.
dracunculifolia coletada no municipio de Aguas de Santa Barbara — SP. Os componentes
ambientais influenciam na quantidade, qualidade e concentracdo dos metabdlitos especializados.
Portanto, as diferencas observadas na composicdo quimica dos 06leos essenciais podem ser
atribuidas, dentre outros fatores, a interacéo diferencial dos diferentes genotipos (individuos)
com os fatores ambientais (luz, precipitacdo temperatura, etc) nas duas estac6es de coleta de B.

draculculifolia.
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Figura 23: Mapa de calor (Heatmap) com base na composi¢&o quimica dos 6leos essenciais dos 15vindividuos de B. dracunculifolia coletados nas estagdes seca e chuvosa, Aguas de santa Barbara, SP.
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3.6. CONCLUSAO

As diferencas sazonais observadas no periodo de coleta influenciaram o rendimento dos
oOleos essenciais de B. dracunculifolia, onde para a estacéo seca (primeira coleta) o rendimento
médio foi menor do que na estacdo chuvosa (segunda coleta). Com excecdo do individuo 12,
os demais individuos apresentaram o trans-nerolidol como substancia majoritaria. Nota-se
diversidade quimica intraespecifica na populacdo para os mesmos periodos de coleta, visto que
foi observada a presenca de diferentes agrupamentos na ACP e AAH da primeira e segunda
coleta. Ao comparar os dois periodos de coleta por meio de anélises estatisticas multivariadas,
constatou-se que a composi¢do quimica dos Oleos essenciais dos individuos de B.
dracunculifolia também foi influenciada pela época de coleta, resultando na formacéo de dois
grupos distintos na AAH e no heatmap. Vale ressaltar que a utilizacdo da técnica de
cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas (CGxCG-
EM) possibilitou uma maior identificagcdo de substancias e, consequentemente, uma melhor

separacdo entre os periodos de coleta nas analises estatisticas multivariadas (ACP e heatmap).
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4. CAPITULO II

“Avaliacdo da atividade antifangica dos 6leos essenciais de Baccharis dracunculifolia DC.
contra Aspergillus nomius, Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides”
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4.1. RESUMO

Baccharis dracunculifolia DC., conhecida como alecrim-do-campo, é uma planta encontrada em
biomas Pampa, Mata Atlantica e Cerrado, e considerada a constituinte principal da propolis de Apis
mellifera. Seus extratos e Gleos essenciais possuem propriedades anti-inflamatorias e antimicrobianas.
Com o intuito de avaliar o potencial antiflngico dos 6leos essenciais desta planta contra fungos de
interesse agrondmico, os Oleos essenciais de individuos de uma populacdo de B. dracunculifolia,
coletados nas estacOes seca e chuva foram testados contra Aspergillus nomius, Fusarium graminearum
e Fusarium verticillioides. Para isso, foram coletados 15 individuos no municipio de Aguas de Santa
Barbara — SP. Os 0leos essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo, a composi¢do quimica analisada
por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. A atividade antiflngica foi
analisada em placas de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) e emulsificante
(Etherius), os 6leos essenciais foram colocados nesta solugdo em concentracgdes iniciais de 2 mL/L. Em
seguida os individuos que se sobressairam (1BD02; 1BDO05; 1BD06; 2BD06 e 2BD13) foram
novamente testados em concentragdes de 2; 4; 6 e 8 mL/L. Dos 30 6leos essenciais de B. dracunculifolia
avaliados, o que apresentou a maior porcentagem de inibicdo contra Aspergillus flavus, foi o 6leo
essencial do individuo 2, amostra 1BD02 coletada na estagdo seca, com 25,30% na primeira observacao.
Para o fungo F. graminearum, foram os 6leos essenciais do individuo 6, amostras 1BD06 e 2BD06
coletadas nas estacfes seca e chuvosa, respectivamente, atingindo 40,24% e 28,40% na primeira
medicdo. Os 0Oleos essenciais dos individuos 2, 5 e 13, amostras 1BD02, 1BD05, coletadas na estagdo
seca, e 2BD13 na estacdo chuvosa inibiram o fungo F. verticillioides em 24,42%; 19,67% e 15,83% na
primeira observacao, respectivamente. Nas novas concentracfes estudadas, os 6leos essenciais 1BD02,
1BDO06 e 2BD13 obtiveram porcentagens inibitdrias de 29,58; 39,62 e 59,66% em concentragdes de 8
mL/L contra os fungos A. nomius, F. graminearum e F. verticillioides, respectivamente. Tais resultados
sugerem a importancia do estudo dos individuos de uma populacdo para a determinacdo dos mais
promissores para determinado interesse. Novos estudos se fazem necessarios para a determinacdo da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e para testar a viabilidade destes 6leos essenciais em campo,

como um novo defensivo agricola natural.

Palavras chave: Defensivo agricola natural; atividade antifingica; substancias volateis,

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM); fungos filamentosos

47



4.2. ABSTRACT

Baccharis dracunculifolia DC., commonly known as "alecrim-do-campo," is a plant found in the
Pampa, Atlantic Forest, and Cerrado biomes and is considered the main constituent of Apis mellifera
propolis. Its extracts and essential oils possess anti-inflammatory and antimicrobial properties. In order
to evaluate the antifungal potential of the essential oils from this plant against agriculturally relevant
fungi, the essential oils from individuals of a B. dracunculifolia population, collected during the dry and
rainy seasons, were tested against Aspergillus nomius, Fusarium graminearum, and Fusarium
verticillioides. For this purpose, 15 individuals were collected in Aguas de Santa Barbara — SP
municipality. The essential oils were extracted by hydrodistillation, and their chemical composition was
analyzed by gas chromatography coupled with mass spectrometry. The antifungal activity was assessed
in Petri dishes containing Potato Dextrose Agar (PDA) culture medium and an emulsifier (Etherius).
The essential oils were added to this solution at initial concentrations of 2 mL/L. Subsequently, the
individuals that stood out (1BD02; 1BDO05; 1BD06; 2BD06, and 2BD13) were tested again at
concentrations of 2, 4, 6, and 8 mL/L. Among the 30 essential oils from B. dracunculifolia evaluated,
the essential oil from individual 2, sample 1BD02, collected during the dry season, showed the highest
inhibition percentage against Aspergillus flavus, with 25.30% in the first observation. For the fungus F.
graminearum, the essential oils from individuals 6, samples 1BD06 and 2BDO06, collected during the
dry and rainy seasons, respectively, achieved 40.24% and 28.40% in the first measurement. The essential
oils from individuals 2, 5, and 13, samples 1BD02, 1BD05, collected during the dry season, and 2BD13
during the rainy season, inhibited the fungus F. verticillioides by 24.42%, 19.67%, and 15.83% in the
first observation, respectively. In the new concentrations studied, the essential oils 1BD02, 1BD06, and
2BD13 obtained inhibitory percentages of 29.58%, 39.62%, and 59.66% at concentrations of 8 mL/L
against the fungi A. nomius, F. graminearum, and F. verticillioides, respectively. These results suggest
the importance of studying individuals within a population to determine the most promising ones for
specific interests. Further studies are needed to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

and to test the feasibility of these essential oils in the field as a new natural agricultural pesticide.

Keywords: Natural agricultural pesticide; antifungal activity; volatile substances; gas

chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS); filamentous fungi
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4.3. INTRODUCAO

Baccharis dracunculifolia DC., conhecida popularmente como “vassourinha” ou “alecrim-
do-campo”, ¢ uma planta pertencente a familia Asteraceae, que representa cerca de 8 a 10% de
toda a flora global, abrigando aproximadamente 22.750 espécies em 1.620 géneros (DEL
VITTO & PETENATTI, 2009). O género Baccharis ocorre predominantemente na América
Latina, correspondendo a cerca de 500 espécies (VERDI et al., 2005). Esta espécie € nativa do
Brasil, podendo ocorrer em biomas como o Pampa, Cerrado e Mata Atlantica, é a constituinte
principal da propolis verde de Apis mellifera e muito utilizada pela medicina popular (PARK
etal., 2004; BUDEL et al., 2004).

Os extratos e 6leos essenciais de B. dracunculifolia possuem propriedades antiparasitarias
(PARREIRA et al, 2010), antibacterianas (VEIGA et al, 2017; BONIN et al, 2020),
antioxidantes (TOMAZZOLI et al, 2021), antivirais (BUFALO et al, 2009), antifingicas
(SILVA FILHO et al, 2008), antiulcerogénicas (MASSIGNANI et al., 2009) e anti-
inflamatdrias (BRADENBURG et al, 2020).

Os 0leos essenciais de B. dracunculifolia tm demonstrado grande potencial para a
industria farmacéutica, de alimentos e também no controle de pragas agricolas. Salazar et al.
(2018) relataram reatividade destes 6leos essenciais contra bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas. Também Cazella et al. (2019) relataram propriedades inibitorias contra
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa. A utilizacdo de
nanoparticulas do 6leo essencial de B. dracunculifolia em leite, apresentou efeito no controle
de Salmonella enterica, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes, bactérias causadoras de

doencas de origem alimentar (TIMBE et al., 2020).

Estudos constataram a atividade antifungica do 6leo essencial de B. dracunculifolia
contra fungos leveduriformes do género Candida (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e
C. tropicalis) isolados das cavidades orais de criangas em periodo de aleitamento materno
(PEREIRA et al., 2011). Oliveira et al. (2016) também verificaram o potencial antifngico dos

oOleos essenciais de B. dracunculifolia contra uma cepa de C. albicans.

Os fungos do género Aspergillus e Fusarium sdo amplamente conhecidos por seus
efeitos prejudiciais na industria agropecuaria, pois afetam significativamente o plantio, colheita
e armazenamento de graos e cereais, como milho, trigo e arroz. Além disso, esses fungos sdo
produtores de micotoxinas perigosas para a saude humana e animal (CASTRO et al., 2014). O
A. nomius é capaz de produzir a aflatoxina, uma micotoxina altamente toxica que pode causar
problemas de salde graves, como hepatite, cirrose e cancer. F. verticilliodes e F. graminearum
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sdo produtores de fumonisinas e deoxinivalenol, respectivamente, que podem contaminar graos
e cereais, e causar uma serie de doencas hepaticas, cancer, problemas imunoldgicos e
reprodutivos e até mesmo a morte, em casos extremos (CASTRO et al., 2014; DEEPA &
SREENIVASA, 2017; PRESTES et al., 2019)

Testes dos 0Oleos essenciais de B. dracunculifolia realizados contra fungos de interesse
agrondémico, como Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Sclerotinia minor, Fusarium oxysporum e Fusarium solani, demonstraram
potencial antimicrobiano (FONSECA et al., 2015). Bonett et al. (2012) também constataram a
eficiéncia do dleo essencial de B. dracunculifolia na inibicdo de crescimento do fungo
Colletotrichum gloeosporioides, principal causador da antrachose em frutos de interesse

comercial.

A crescente resisténcia dos microrganismos a antibidticos e a defensivos agricolas
existentes tem demandado a busca de novos medicamentos e defensivos agricolas com acdes
antifangicas e antibacterianas. A utilizacdo dos 6leos essenciais contra estes microrganismos
pode ser uma das alternativas. Dentro deste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar
a atividade antifungica dos dleos essenciais de 15 individuos de uma populacdo de B.
dracunculifolia, considerando dois periodos de coleta (estacdo seca e chuvosa), contra

Aspergillus nomius, Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides.
4.4. MATERIAL E METODOS
4.4.1. Coleta do material vegetal e extracdo dos 6leos essenciais

Conforme previamente observado no Capitulo 1 foi realizada a coleta dos individuos de
uma populacdo de B. dracunculifolia em periodos de seca e de chuva e em seguida, os 6leos
essenciais das folhas foram extraidos por hidrodestilacdo em aparato Clevenger (Figura 1). Os
individuos de 1 a 15 receberam uma nomenclatura especifica para cada estacao coletada (Tabela
1).

Figura 1: A: B. dracunculifolia; B: Ramo de B. dracunculifolia coletado; C: Extracdo dos 6leos essenciais por

hidrodestilagio em aparato Clevenger; D: Oleo essencial de B. dracunculifolia
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Tabela 1: Nomenclatura dada aos individuos da populacéo de B. dracunculifolia coletadas
nas estacdes seca e chuvosa, Aguas de Santa Barbara, SP.

Individuos Estacéo seca (06/09/2021) Estacdo chuvosa (21/03/2022)
1 1BDO01 2BD01
2 1BD02 2BD02
3 1BD03 2BD03
4 1BD04 2BD04
5 1BD05 2BDO05
6 1BD06 2BD06
7 1BDO7 2BD07
8 1BD08 2BD08
9 1BD09 2BD09

10 1BD10 2BD10
11 1BD11 2BD11
12 1BD12 2BD12
13 1BD13 2BD13
14 1BD14 2BD14
15 1BD15 2BD15

4.4.2. Composi¢do quimica do 6leo essencial de B. dracunculifolia

As andlises dos 6leos essenciais foram conduzidas em cromatégrafo a gas Thermo (GC
TRACE 1310) equipado com detector por ionizagdo em chamas (DIC) e espectrémetro de massas
(EM), com divisdo de fluxo de 3.7, para 0 EM e DIC, respectivamente. O injetor foi mantido a
220 °C, com vazéo do gas de arraste (hélio, 99,9999% de pureza) de 0.5 mL.min* na razéo (split)
de 1:20. O espectrometro de massas operou no modo full scan, por impacto de elétrons (70 eV),
e faixa de aquisicdo de 40 a 450 m/z. A temperatura da interface foi mantida em 230 °C e do
detector de ionizacdo em chamas a 250 °C. As amostras de 6leos essenciais foram diluidas em
acetato de etila (grau cromatografico, 1mg.mL™) e injetado 1 pL de solugdo. A separacgdo das
substancias foi realizada em coluna capilar Rtx-5 MS (20 m x 0,18 mm x 0,2 um), no seguinte

programa de temperatura: 60°C - 240°C (3°C.min?).

O software Chromeleon (Thermo Scientific-Waltham, MA, EUA) foi usado para aquisicao e
processamento dos dados. A identificacdo dos constituintes quimicos foi efetuada por meio da
analise comparativa dos espectros de massas das substancias com as bibliotecas National
Institute of Standards and Technology (NIST 14); Flavour & Fragrance Natural & Synthetic
Compounds (FFNSC3) e dos indices de retencéo linear com a literatura (Adams, 2017). O indice
de retencéo linear foi obtido a partir da injegdo da mistura de n-alcanos (Ce-C24, Sigma-Aldrich,
99%, USA) nas mesmas condic¢des cromatogréaficas das amostras, aplicando-se a equacéo de Van
den Dool e Kratz (1963).

A proporcao relativa das substancias foi obtida na cromatografia gasosa com o detector por
ionizacdo de chama (CG-DIC) pelo método de normalizacdo de area. As anélises dos 6leos

essenciais foram feitas em triplicata.
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4.4.3. Avaliacdo preliminar da atividade antifingica dos dleos essenciais de B.
dracunculifolia na concentracdo de 2 mL/L contra A. nomius, F. graminearum e F.

verticillioides

A avaliacdo da atividade antifungica dos Oleos essenciais dos 15 individuos de B.
dracunculifolia coletados nas estagcfes seca e chuvosa, no total 30 amostras, foi realizada no
Departamento de Ciéncias Biologicas, ESALQ-USP, Piracicaba- SP, em colaboracdo com o
Prof. Dr. Eduardo Micotti da Gléria. Os ensaios foram realizados com os fungos Aspergillus
nomius, Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides pertencentes a micoteca do
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Agroindustria, Alimentos e
Nutricdo da ESALQ - USP.

Para tanto, a mistura de meio de cultura BDA (Batata, Dextrose e Agar) autoclavado por 20
minutos, emulsificante (desenvolvido na ESALQ — USP e denominado Etherius) e o6leos
essenciais, nas proporgdes de 10 mL, 200 uL e 20 uL, respectivamente, foi homogeneizada e
vertida em placas de Petri (15x60mm), correspondendo a concentragdo final de 2 mL.L?. As

avaliagOes foram realizadas em triplicata.

Uma solucdo contendo esporos foi obtida a partir dos fungos mencionados, com
concentragdes que variaram de 3,36 x 108 esporos/ml; 4,1 x 10° esporos/mL e 11,6 x 10°
esporos/mL, para A. nomius, F. graminearum e F. verticillioides, respectivamente (Figura 4).
Em seguida, 5 puL destes esporos foram aplicados, com o auxilio de uma pipeta graduada, no
centro de cada placa de Petri sobre um disco de papel de 0,5 mm, de modo que o micélio

estivesse em contato com o meio (Figura 3). Todas as placas foram incubadas a 20°C.

Controles positivos com 0leos essenciais comerciais de Eucalyptus staigeriana, Lippia
sidoides e uma mistura de Eucalyptus globulus + Eucalyptus staigeriana (1:1) foram utilizados
nas mesmas condic¢des do 6leo essencial de B. dracunculifolia para Aspergillus nomius. Para 0s
fungos do género Fusarium foram utilizados controles positivos dos 6leos essenciais comerciais
de Cinnamomum verum (concentracdes de 1 mL.L™ para F. verticillioides e 2 mL.L™* para F.
graminearum) e Lippia sidoides (concentragdo de 2 mL.L™%). A escolha desses controles
positivos se deu devido a sua capacidade antifungica ja& comprovada na literatura
(BOUKHATEM et al.,, 2020; PEDROTTI et al., 2022; DOS SANTOS et al. 2021;
FONTENELLE et al., 2007). Para o controle negativo, foi realizada uma mistura contendo
apenas BDA (10 mL) e o emulsificante (200 uL).
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Figura 3: Fluxograma da metodologia aplicada

Figura 4: A: Capela utilizada para inoculagéo; B: Placas utilizadas para testes preliminares contendo F. graminearum; C:
Placa de Petri com A. nomius; D: F. graminearum, A. nomius, F. verticillioides (de cima para baixo); E: Placas utilizadas
para atividade antifingica em diferentes concentracdes contendo F. graminearum
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A capacidade antifungica foi mensurada através da inibi¢éo do desenvolvimento micelar
dos fungos na presenca do 6leo essencial, no decorrer do periodo de incubacédo. Para isto, 0
crescimento radial do fungo a partir do centro da placa foi periodicamente medido. Para o fungo
A. nomius, trés mensuracdes foram realizadas até a data final do periodo de incubacéo, sendo
elas realizadas 72 h, 144 h e 168 h apds a inoculacdo. Para F. graminearum e F. verticillioides
foram realizadas duas observagdes, sendo elas 72 h e 144 h apos a inoculacdo. O periodo de
incubacdo foi limitado ao dia que o crescimento radial dos controles negativos de cada espécie
fangica atingisse as laterais da placa de Petri. Ap0s essas observacdes, foi calculada a eficiéncia
de inibicdo dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia e dos 6leos essenciais do controle

positivo, a partir da seguinte equacao:

Diametro Placa Observada

% inibicio = — (( )- 100) +100.

Diametro médio do Controle Negativo

4.4.4. Avaliacdo da atividade antifungica dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia
em diferentes concentracdes (2; 4; 6; 8 mL/L) contra A. nomius; F. graminearum e F.

verticillioides

Os oOleos essenciais que apresentaram maior porcentagem de inibicdo nos testes
preliminares, onde foi utilizada a concentragio tnica de 2 mL.L™, foram avaliados novamente

com concentragdes que variaram entre 2 mL.L%; 4 mL.L™; 6 mL.L e 8 mL.L? (Figura 4).

Para isso, uma mistura de meio de cultura BDA (Batata, Dextrose e Agar) autoclavada
por 20 minutos, emulsificante (Etherius), nas propor¢des de 2 mL, 40 pL, respectivamente € 0S
oOleos essenciais selecionados, nas concentracdes acima citadas foi vertida em placas de Petri e
0 ensaio realizado em triplicata. Como controle positivo foram utilizados os 6leos essenciais de
Lippia sidoides e de Cinnamomum camphora nas mesmas concentragdes dos 6leos essenciais
de B. dracunculifolia. Os controles negativos foram realizados nas mesmas condicdes, porém,
sem a adicao de 6leos essenciais. Foram realizadas duas mensurac@es do crescimento fangico
radial para cada fungo no decorrer do tempo de incubacdo, sendo elas 72 h e 144 h ap0s a

inoculagdo dos fungos, e os resultados foram apresentados em gréficos e tabelas (Figura 5).

Apos essas observagdes foi avaliada a eficiéncia de inibicdo dos 6leos essenciais de B.
dracunculifolia e também dos 6leos essenciais dos controles positivos a partir da seguinte

equacéo:

Diametro Placa Observada

% inibicio = — (( ) 100) +100.

Diametro médio do Controle Negativo
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Figura 5: Fluxograma da metodologia aplicada

4.4.5. Analises estatisticas

As porcentagens de inibicdo dos Oleos essenciais da avaliagdo preliminar e das
avaliacdes em diferentes concentrac6es foram planilhadas e graficos foram elaborados a partir
do Excel 2016. Testes-t pareados foram realizados na fase de avaliagdo preliminar para
determinar se houveram diferencgas de potencial inibitorio entre os periodos de coleta (seca e

chuvoso) para todas as observacoes realizadas.
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1. Avaliacdo preliminar da atividade antifungica dos 6leos essenciais de Baccharis
dracunculifolia DC.na concentracdo de 2 mL/L contra Aspergillus nomius, Fusarium
graminearum e Fusarium verticillioides

Para A. nomius, tanto os 6leos essenciais de B. dracunculifolia, quanto os Gleos
essenciais dos controles positivos, apresentaram atividade, sendo a amostra 1BD02 de B.
dracunculifolia a de maior taxa de inibic¢do para os individuos estudados, atingindo 25,30% na
primeira, 10,69% na segunda, e 11,00% na terceira medicao, respectivamente (Figura 6). Estes
resultados demonstram a variabilidade nas atividades antifungicas dos 6leos essenciais e
evidencia a importancia do estudo de populagdes em testes microbiolégicos, uma vez que cada
individuo de B. dracunculifolia apresentou atividade antifungica diferenciada. O controle
positivo com maior taxa de inibicdo foi o 6leo essencial de Lippia sidoides, com 43,10% na
primeira, 17,10% na segunda, e 19% na terceira medi¢cdo. As demais amostras da primeira e
segunda coleta de B. dracunculifolia variaram entre 12,35% -2,75% na primeira; 7,89% -0,71%
na segunda; e 2,8% -0,1% na terceira medicao (Figura 6). Com base nos resultados dos testes-
t realizados, ndo foram encontradas evidéncias estatisticas suficientes para afirmar que ha
diferencas entre as médias das respostas nas épocas de colheita para as trés observacoes

realizadas.
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Figura 6: Porcentagem inibitdria dos dleos essenciais de B. dracunculifolia contra Aspergillus nomius




Para F. graminearum, foi possivel observar uma maior taxa de inibicdo nas amostras
1BD06 e 2BD06 de oleo essencial de B. dracunculifolia, atingindo 40,24% e 28,40% na
primeira, 12,55% e 14,82% na segunda medicdo, respectivamente, enquanto as demais
amostras da primeira e segunda coleta de B. dracunculifolia variaram entre 21,02% e -4,33%
na primeira e 7,44% e 0% na segunda medicdo (Figura 7). Evidenciando novamente que existe
uma variabilidade nas atividades antifngicas, demonstrando ainda que individuos diferentes
obtiveram resultados variaveis, dependendo do fungo estudado. O controle positivo com maior
taxa de inibicdo foi o do dleo essencial de C. verum com 100% de inibicdo para as duas
medicdes, enquanto para o de L. sidoides a inibicdo foi de 67,72% e 57,38% na primeira e
segunda medicéo, respectivamente (Figura 7). Assim como observado para A. nomius ndo foi
encontrada diferenca estatistica na atividade antifingica dos 6leos essenciais entre as duas

épocas de coleta (seca e chuvosa).
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Figura 7: Porcentagem inibitdria dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia contra Fusarium graminearum; *Amostra refeita (inoculo: 12,6 x 10°)
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Os oleos essenciais dos individuos de B. dracunculifolia apresentaram divergéncia na
atividade antifangica frente a F. verticillioides, com maior taxa de inibigdo nas amostras 1BD02
e 1BDO05 e 2BD13 de dleo essencial de B. dracunculifolia, atingindo 24,42%; 19,67% e 15,83%
na primeira, 22,76%; 16,34% e 9,85% na segunda medicéo, respectivamente (Figura 8). O
controle positivo com maior taxa de inibicao foi o 6leo essencial de C. verum (1 mL.L?), com
100% de inibicdo para as duas observacdes, enquanto para L. sidoides a inibicdo foi de 40,71
% e -2,17% na primeira e segunda medicao, respectivamente. A taxa de inibigéo para as demais
amostras de 0leos essenciais da primeira e segunda coleta de B. dracunculifolia variou entre
16,65% e 1,27% na primeira e 16,02 % e -2,17% na segunda medicéo (Figura 8). Os resultados
dos testes-t realizados demonstraram evidéncias estatisticas significativas para afirmar que
existem diferencas entre as médias das respostas das estacdes seca e chuvosa em relacéo a F.

verticillioides, sendo P < 0,03 para as duas observacdes realizadas.

Estes resultados indicam que os Oleos essenciais de B. dracunculifolia apresentam
atividades antifungicas sobre os fungos estudados, contudo os dleos essenciais utilizados como
controles positivos apresentaram maior inibicdo sobre as mesmas espécies fungicas, o que era
esperado, Vvisto que Lippia sidoides; Eucalyptus staigeriana; Eucalyptus globulus e
Cinnamomum verum possuem propriedades antifungicas amplamente conhecidas na literatura
(TRAN et al., 2020; CARMO et al., 2008; CASTRO et al., 2020; TRAJANO et al., 2012;
BOUKHATEM et al., 2020; PEDROTTI et al., 2022; DOS SANTOS et al. 2021;
FONTENELLE et al., 2007).

E interessante observar que apesar de serem provenientes de uma Unica populaco, os 6leos
essenciais de B. dracunculifolia apresentaram atividades antifangicas em diferentes escalas,
indicando a importancia do estudo das populagdes para determinar os individuos com maiores
potenciais inibitorios. Vale ressaltar que os Oleos essenciais de um mesmo individuo

apresentaram diferenca na atividade antifungica dependendo do fungo estudado.

60



Porcentagem de Inibicao

M 12 Observagao B 22 Observagao

100.00
95.00
90.00
85.00
80.00
75.00
70.00
65.00
60.00
55.00
50.00
45.00
40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00

E ALl s

Individuos da 12 e 22 coleta <

Figura 8: Porcentagem inibitéria dos éleos essenciais de B. dracunculifolia contra Fusarium verticillioides

61



Diante dos resultados obtidos os 6leos essenciais dos individuos, 1BD02; 1BD05 e 1BD06,
da estacéo seca e 2BD06 e 2BD13 da estacdo chuvosa foram selecionados para se realizar novos
testes em diferentes concentragdes, uma vez que apresentaram os melhores resultados para 0s
fungos estudados. Para o Aspergillus nomius utilizou-se o 6leo essencial do individuo 1BD02,
para Fusarium graminearum dos individuos 1BD06 e 2BD06 e para Fusarium verticillioides

de 1BD02; 1BD05 e 2BD13, totalizando 5 6leos essenciais e 6 novos ensaios.

Devido a maior atividade antifingica para os fungos estudados nos testes premilinares a
composicdo quimica dos 6leos essenciais dos individuos 1BD02; 1BD05 e 1BD06, da estagao
seca e 2BD06 e 2BD13 da chuvosa foi avaliada e os resultados apresentados no item 4.5.2 a
sequir. Os resultados da avaliacdo da atividade antifungica dos 6leos essenciais destes

individuos estdo descritos no item 4.5.3.

4.5.2. Composi¢do quimica dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia selecionados para a
avaliacdo da atividade antifungica em diferentes concentracdes (2; 4; 6; 8 mL/L)

contra A. nomius; F. graminearum e F. verticillioides

Ao todo, 40 substancias foram identificadas nos 6leos essenciais dos individuos 1BD02;
1BDO05 e 1BD06, da estacdo seca e 2BD06 e 2BD13 da chuvosa (Tabela 2). Como substancias
majoritarias foram observadas o trans-nerolidol; espatulenol; a-pineno, B-pineno, germacreno
D, biciclogermacreno e limoneno. A classe de maior proporcéo relativa foi a dos sesquiterpenos
oxigenados, seguida de hidrocarbonetos monoterpénicos. Algumas dessas substancias foram
testadas isoladamente e apresentaram propriedades antifungicas, como o limoneno contra
Trichophyton rubrum (CHEE et al., 2009); a-pineno e B-pineno, contra fungos do género
Candida (SILVA et al., 2012), entretanto, & necessario levar em conta o efeito sinérgico destas
substancias na acdo antiflngica, uma vez que elas possuem caracteristicas fisico-quimicas
Unicas, que podem agir em varias frentes contra os microrganismos (herbal-shotgun). Uma
tabela contendo as substéncias identificadas nos 6leos essenciais destes 5 individuos foi

realizada (Tabela 2), onde as substancias em comum para as 5 amostras estdo em negrito.
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Tabela 2: Composicdo quimica média (%) dos 6leos essenciais dos individuos de B.

dracunculifolia que apresentaram maior atividade antifingica contra A. nomius, F.

graminearum e F. verticillioides

IRL IRL 1BDIAC 1BD IAC 1BD IAC 2BD IAC 2BD IAC
Ne° Substancia exp. lit 02 05 06 06 13
1 o-tujeno 929 924 tr tr tr tr 0,36 £ 0,01
2 a-pineno 936 932 5,65+0,2 205+0,06 146+0,04 25+004 4,47+0,02
3 sabineno 977 969 tr 0,29 £0,02
4 B-pineno 981 974 6,13+0,17 9,98+0,02 558+0,12 7,63+0,07 13,23+0,02
5 mirceno 994 988 2,49+0,13 133+0,03 059+001 1,1+£002 2,52+0,03
6 limoneno 1032 1024 585+02 759+009 49+0,01 1104+0,17 14,04+0,17
7 (E)-p-ocimeno 1051 1044 069+0,05 0,67+001 107+002 1,1+0,02 0,66+0,02
8 y-terpineno 1062 1054 tr 0,29 +0,02
9 terpinoleno 1094 1086 tr 0,65+0,01
10 acetofenona 1099 1065 tr tr tr 0,61+£0,04 0,26£0,01
11 linalol 1116 1095 tr 08+001 066+0,03 0,77+0,01 0,3+£0,04
12 (e_)-4,8-dimethylnona-l,S,?-
triene 1120 1113 tr 0,81+0,02 0,74+0,04 1,34+0,07 0,91+0,08
13 terpinen-4-ol 1191 1174 tr 0,35+0,01
14 o-terpineol 1211 1186 tr tr tr 0,47+0,04 0,45+0,02
15 B-elemeno 1396 1389 tr 0,24 + 0,02
16 trans-cariofileno 1424 1417 282+0,09 188+008 089+004 244+003 0,87+0,01
17 B-gurjeneno 1434 1431 tr 0,65 £ 0,01
18 aromadendreno 1443 1439 tr tr tr 0,82+0,01 0,19%0,12
19 a-humuleno 1459 1452 0,76+0,01 0,64+004 165+006 1,02+0,05 0,49+0,23
20 o6xido de cabreuva B 1467 1462 14+006 163+004 102+004 157+0,13 0,18+0,11
21 y-muuroleno 1482 1478 tr tr tr 0,64 +0,03 tr
22 6xido de cabreuva D 1485 1479 tr tr 2,01+0,1 056+0,1 0,25%0,01
23 germacreno D 1487 1480 75+0,11 421+0,14 042+0,04 382+0,1 1,44+0,07
24 viridifloreno 1501 1496 tr tr 1,33+0,32 1,12+0,05 0,69 +0,02
25 biciclogermacreno 1503 1500 54+0,1 542+0,21 536+0,28 3,81+0,02 3,360
26 a-muuroleno 1507 1500 tr tr 0,53+0,04 047+0,03 0,43+0,03
27 ~y-cadineno 1521 1513 0,5+£0,05 0,75+0,02 tr 0,53+£0,02 0,49+0,01
28 $-cadineno 1530 1522 3,38+0,07 361+009 3,72+0,03 2,27+0,05 2,21+0,02
29 trans-nerolidol 1581 1561 34,63+0,27 35,77+0,48 40,11+0,76 3759+0,31 19,55+0,13
30 espatulenol 1597 1577 7,23+0,26 7,98+0,02 9,28+0,22 8,76+0,07 11,83+0,08
31 globulol 1608 1590 187+0,11 1,02+0,05 0,96+005 0,63+0,03 2,16+0,06
32 viridiflorol 1616 1592 tr tr tr 0,37+0,04 0,23+0,05
33 rosifoliol 1619 1600 tr tr tr tr 0,71+0,1
34 1-epi-cubenol 1642 1627 0,57 +£0,06 tr 0,51 +£0,02 tr tr
35 epi-a-cadinol 1660 1638 0,84+0,01 1,14+0,02 0,56+0,07 tr 0,78 +0,02
36 epi-a-muurolol 1662 1640 158+0,01 1,73+002 1,1+0,06 0,82+0,15 1,58+0,02
37 a-muurolol 1667 1644 0,99+0,04 096+009 137+007 0,64+016 0,91+0,03
38 a-cadinol 1676 1652 266+0,16 298+0,1 163+017 06+014 2,18+0,01
39 germacra-4(15),5,10(14)-
trien-1-a-ol 1717 1685 29+046 096+0,35 2,49+0,58 tr tr
40 eremofilona 1756 1734 tr tr tr tr 0,46 + 0,02
hidrocarbonetos monoterpénicos 20,81+0,7 2162+0,19 136+0,19 23,37+0,32 36,51+0,31
monoterpenos oxigenados 0 1,61 +0,03 1,4+0,08 3,19+0,15 2,27+0,15
hidrocarbonetos sesquiterpénicos 18,38 +0,48 1453+061 1693+0,93 19,07+061 115+0,65
sesquiterpenos oxigenados 53,27+1,37 5253+1,11 5801+199 49,41+089 40,4+0,5
ndo identificadas 4,17 +£0,16 6,1+0,26 10,06+034 495+0,2 9,14+0,75

IRLexp = indice de retencdo linear experimental; IRL. Lit = indice de retencdo linear da literatura (Adams, 2017); ni =
substancia ndo identificada; tr = tragos (<0,12%)
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45.3. Avaliacdo da atividade antifungica dos O6leos essenciais de B.
dracunculifolia em diferentes concentracdes (2; 4; 6; 8 mL/L) contra A. nomius; F.

graminearum e F. verticillioides

Os 6leos essenciais dos individuos de B. dracunculifolia que apresentaram a maior
atividade antifungica foram selecionados para testes complementares em novas
concentracgdes, sendo assim, para o A. nomius, foi avaliado o 6leo essencial 1BD02; para
F. graminearum o 1BD06 e 2BD06 e para F. verticillioides 0 1BD02; 1BD05 e 2BD13,

totalizando 5 6leos essenciais e 6 novos ensaios.

Na primeira mensuracao do crescimento fungico radial de A. nomius, realizada no
72 h apo6s a inoculacgdo, o 6leo essencial 1BD02 apresentou inibi¢bes de 11,67%; 18,90%;
22,52%; e 29,58% nas concentragdes de 2 mL.L%; 4 mL.LY; 6 mL.L e 8 mL.LY,
respectivamente. Para a segunda mensuracao, realizada 144 h apds a inoculacdo, as
inibicdes foram de 7,50%; 10,28%; 15,56%; 18,32% nas concentracdes de 2 mL.L?; 4
mL.L'%:; 6 mL.L e 8 mL.L%, respectivamente. Os controles positivos de C. camphora e
de L. sidoides apresentaram inibicdes que variaram entre 24,24% a 71,59% e 33,88% a
100% para a primeira mensuracéo, e 4,31% a 43,75% e 13,19% a 100%, para a segunda,

respectivamente (Tabela 3; Figura 9).

Tabela 3: Porcentagem de inibicéo (%) dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia

contra A. nomius em diferentes concentragoes

Concentracoes Primeira medicéo Segunda Medicéo

1BD02 - 2 mL.L-1 11,67 1,55 75+331
1BD02 - 4 mL.L-1 18,9+ 3,14 10,28 + 3,24
1BD02 - 6 mL.L-1 22,52 £1,37 15,56 £ 1,88
1BD02 - 8 mL.L-1 29,57 £ 3,03 18,33+ 1,25
L. sidoides - 2 mL.L-1 33,88 £ 6,75 13,19 £ 4,74
L. sidoides - 4 mL.L-1 54,72 + 3,95 47,22 + 0,64
L. sidoides - 6 mL.L-1 66,25 = 0,6 61,11 £ 1,58
L. sidoides - 8 mL.L-1 100+ 0 100+ 0
C. camphora -2 mL.L-1 24,24 + 4,18 4,31+542
C. camphora - 4 mL.L-1 53,86 + 1,96 30,56 + 1,68
C. camphora - 6 mL.L-1 60,4 + 8,24 34,44 + 12,76
C. camphora - 8 mL.L-1 71,59 = 1,55 43,75+ 7,95
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INIBICAO CONTRA A. nomius INIBICAO CONTRA A. nomius

(12 medigdo - 72 h apds inoculagdo) (22 medigao - 144 h apos inoculagio)
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Figura 9: Porcentagem inibitéria dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia contra Aspergillus nomius; concentracdes:
2mL.LY 4mL.L?Y; 6 mL.Lte 8 mL.LY; Medigdes realizadas 72 h e 144 h ap6s a inoculagdo do fungo.

Na primeira mensuracdo do crescimento radial do F. graminearum, 72 h apés a
inoculacédo, as amostras 1BD06 e 2BD06 apresentaram inibi¢cdes de 18,72%; 26,22%;
33,19% e 39,62%; e 13,54%; 18,54%; 23,19% e 29,08% nas concentracdes de 2 mL.L?;
4mL.L% 6 mL.Lte 8 mL.L?, respectivamente. Para a segunda mensuragéo, 144 h ap6s
a inoculacdo, 10,95%; 12,76%; 17,93% e 20,82%; e 6,86%; 9,39%; 11,43% e 12,52%
nas concentragdes de 2 mL.LY; 4 mL.L':; 6 mL.L? e 8 mL.L?, respectivamente. Os
controles positivos de C. camphora e de L. sidoides apresentaram inibi¢cGes que variaram
entre 50,52% a 100% e 41,72% a 100% e 2,17% a 100% e 13,72% a 100%, para primeira

e segunda mensuracao, respectivamente (Tabela 4; Figura 10).
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contra F. graminearum em diferentes concentracdes

Tabela 4: Porcentagem de inibicéo (%) dos 06leos essenciais de B. dracunculifolia

Concentragoes Primeira medicéo Segunda Medicéo
1BD06 - 2 mL.L-1 18,72 + 0,62 10,95+ 1,63
1BDO06 - 4 mL.L-1 26,22 + 2,75 12,76 +1,82
1BDO06 - 6 mL.L-1 33,19+1,12 17,93+ 1,16
1BD06 - 8 mL.L-1 39,62 + 1,88 20,82+ 24
2BD06 - 2 mL.L-1 13,54 + 1,35 6,86 + 1,3
2BD06 - 4 mL.L-1 18,54 £ 1,42 9,39+0,72
2BD06 - 6 mL.L-1 23,19+ 2,17 11,43+ 1,63
2BD06 - 8 mL.L-1 29,08 £ 2,23 12,52 £ 2,76
L. sidoides - 2 mL.L-1 41,76 + 2,95 13,72+ 2,6
L. sidoides - 4 mL.L-1 100+ 0 1000
L. sidoides - 6 mL.L-1 100+ 0 1000
L. sidoides - 8 mL.L-1 100+ 0 100£0
C. camphora -2 mL.L-1 50,52 + 4,46 2,17 £ 3,75
C. camphora -4 mL.L-1 1000 68,11 + 3,96
C. camphora - 6 mL.L-1 100+0 78,58 + 3,65
C. camphora -8 mL.L-1 1000 100+ 0
INIBICAO CONTRA F. graminearum INIBICAO CONTRA F. graminearum
(12 medigdo - 72 h apés inoculagdo) (22 medigdo - 144 h apds inoculagao)
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Figura 10: Porcentagem inibitoria dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia contra F. graminearum; concentragdes:
2mL.LY 4 mL.L?Y; 6 mL.Lte 8 mL.LY; Medicdes realizadas 72 h e 144 h ap6s a inoculagédo do fungo.
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Na primeira mensuracdo do crescimento radial do F. verticillioides, 72 h apos
inoculacdo, o 6leo 1BDO02 apresentou inibigdes que variaram entre 17,31% a 50,89%;
1BDO05 entre 12,92% a 52,72% e 2BD13 entre 16,39% a 59,66%. Na segunda
mensuracdo, 144 h ap6s inoculacdo, o percentual inibitorio do 6leo 1BD02 variou entre
9,83% a 39,39%, para 0 1BDO5 as inibi¢bes ficaram entre 15,92% e 26,92% e para o
2BD13 variou entre 16,37% a 35,68%, nas diferentes concentraces estudadas. Os
controles positivos de C. camphora e de L. sidoides apresentaram inibi¢cGes que variaram
entre de 42,31% a 100% e 57,10% a 100% e 3,45% a 50,83% e 15,63% a 100%, para

primeira e segunda mensuracdo, respectivamente (Tabela 5; Figura 11).

Tabela 5: Porcentagem de inibicéo (%) dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia

contra F. verticillioides em diferentes concentracdes

Concentragoes Primeira medicéo Segunda Medicéo

1BD02 - 2 mL.L-1 17,31 £ 3,29 9,83 + 3,22
1BD02 - 4 mL.L-1 25,16 + 3,65 23,2+ 1,86
1BD02 - 6 mL.L-1 50,89 + 9,44 36,57 +1,43
1BD02 - 8 mL.L-1 49,98 £ 11,93 39,39 + 6,29
1BDO05 -2 mL.L-1 12,92 + 4,48 15,92 + 4,14
1BDO05 - 4 mL.L-1 24,06 % 6,69 21,27+18
1BDO05 - 6 mL.L-1 50,89 + 11,41 23,8 +2,23
1BD05 - 8 mL.L-1 52,72 + 7,29 26,92 + 3,12
2BD13-2mL.L-1 16,39 + 7,15 16,37 £ 0,51
2BD13 -4 mL.L-1 48,89 + 0,84 20,53+1,12
2BD13 -6 mL.L-1 56,92 + 1,14 33,6 + 3,57
2BD13-8 mL.L-1 59,66 + 1,58 35,68 + 1,36
L. sidoides - 2 mL.L-1 57,1+0,32 15,63+ 1,8
L. sidoides - 4 mL.L-1 100+ 0 61,82 £ 5,37
L. sidoides - 6 mL.L-1 100+0 71,03 £ 0,45
L. sidoides - 8 mL.L-1 1000 100£0

C. camphora - 2 mL.L-1 42,31 £ 8,42 3,45 + 2,45
C. camphora -4 mL.L-1 61,85 + 2,53 15,92 + 4,77
C. camphora - 6 mL.L-1 1000 34,19+ 4,72
C. camphora - 8 mL.L-1 100+ 0 50,83 + 0,68

67



INIBICAO CONTRA F. verticillioides INIBICAO CONTRA F. verticillioides
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2BD13 x F. verticillioides 2BD13 x F. verticillioides

Figura 11: Porcentagem inibitoria dos dleos essenciais de B. dracunculifolia contra F. verticillioides; concentracdes:
2mL.LY 4mL.L?Y; 6 mL.Lte 8 mL.LY; Medicdes realizadas 72 h e 144 h ap6s a inoculagdo do fungo.

Mesmo em concentracdes maiores, 0s 6leos essenciais de B. dracunculifolia ndo
atingiram porcentagem de 100% de inibicdo. Contudo, o 6leo essencial de C. camphora
atingiu 100% de inibi¢cdo contra os fungos F. graminearum e F. verticillioides em
concentragdes de 4 e 6 mL.L™ respectivamente, na primeira observacéo, o de L. sidoides
contra os fungos F. graminearum e F. verticillioides nas concentragdes de 4 mL.L ™ e A,

nomius em concentragdes de 8 mL.L™, na primeira observacdo (Figuras 12 e 13).

As atividades antifangicas dos controles positivos ja eram esperadas, uma vez que
Fontenelle et al. (2007) relataram grande poder inibitorio de L. sidoides contra fungos do
género Candida, assim como frente a fungos presentes nas sementes de Brachiaria spp.
(DOS SANTOS et al. 2021). O mesmo pode ser observado para Cinnamomum camphora
que atingiu o CIM contra Aspergillus niger e Aspergillus flavus em concentracfes de 5
mL/dL e 1 mL/dL, respectivamente (MAHILRAJAN et al., 2014). Estudos sobre o0s 6leos
essenciais de C. camphora e de L. sidoides demonstraram que Seus cOompostos
majoritarios séo linalol e timol, respectivamente, substancias conhecidas por seus efeitos
antibioticos (MARCHESE et al., 2016; CAMARGO & VASCONCELOS, 2014).
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Figura 12: Porcentagem de inibigdo dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia em diferentes concentrag@es contra os
fungos Aspergillus nomius, Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides (primeira observagdo, 72 h ap6s

inoculagdo)
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Figura 13: Porcentagem de inibicdo dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia em diferentes concentragdes contra os
fungos Aspergillus nomius, Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides (segunda observacdo, 144 h apods
inoculagdo)
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4.6. CONCLUSAO

Os oleos essenciais de B. dracunculifolia apresentaram resultados promissores
para o controle dos fungos A. nomius, F. graminearum e F. verticillioides. Os individuos
da populacdo de B. dracunculifolia estudada também apresentaram variagdo nas
atividades antifungicas, demonstrando que alguns deles obtiveram melhores resultados
em relacdo a outros. Esta variagdo é um importante resultado, que deve ser levado em
conta em estudos posteriores, para a selecdo do melhor genétipo no combate aos fungos
avaliados no presente estudo. O 6leo essencial do individuo 1BD02 coletado na estagédo
seca apresentou maior porcentagem de inibicéo contra Aspergillus nomius, enquanto para
os fungos de F. graminearum, os 6leos essenciais das amostras 1BD06 e 2BD06 coletados
nas estacOes seca e chuvosa apresentaram maiores porcentagens de inibicdes. Para o
fungo F. verticillioides os 6leos essenciais dos individuos 1BD02, 1BD05 e 2BD13
apresentaram as melhores porcentagens inibitérias. N&o foi observada diferenca
estatistica na atividade anifungica dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia para A.
nomius e F. graminearum, ao contrario do observado para F. verticillioides. Apesar da
atividade antifungica de B. dracunculifolia contra os fungos nos estudos in vitro, mais
estudos se fazem necessarios, tanto em campo, como com novas concentragdes, para

determinar a viabilidade destes 6leos essenciais como defensivos agricolas naturais.
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5. CAPITULO Il

“Avaliacdo da influéncia das estacdes (seca e chuvosa) na densidade de tricomas

glandulares em folhas de B. dracunculifolia (Asteraceae) ”
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5.1 RESUMO

Baccharis dracunculifolia € uma planta nativa do Brasil, pertencente a familia das
Asteraceae. Tricomas foliares sdo comuns nesta familia e, em alguns casos, realizam a
secrecdo de resinas, ceras e Gleos essenciais, que atuam no mecanismo de defesa contra
fitopatogenos e herbivoria. A densidade de tricomas glandulares é varidvel, podendo ser
determinada por fatores genéticos e ambientais. As folhas de B. dracunculifolia
apresentam tricomas glandulares pluricelulares que secretam 6leos essenciais de interesse
econdémico. O objetivo do presente estudo foi avaliar a densidade dos tricomas
glandulares das folhas de B. dracunculifolia em funcdo das épocas de coleta (estacOes
seca e chuvosa). Para isto as partes aéreas de 15 individuos de uma populagdo de B.
dracunculifolia foram coletadas nas estacdes seca e chuvosa no municipio de Aguas de
Santa Barbara, Estado de Sao Paulo. A densidade dos tricomas das folhas foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Embora existam variagdes no rendimento
dos 6leos essenciais nos periodos de coleta, ndo foi observada variacdo significativa na
média de tricomas glandulares de B. dracunculifolia. Em relacdo a densidade de tricomas
das superficies abaxial e adaxial, as superficies adaxiais mostraram um ndmero
significativamente maior de tricomas glandulares (P < 0,0005), onde a média encontrada
foi de 142 para a primeira (estacdo seca) e 111 para a segunda coleta (estacdo chuvosa),
contra 74 (estacdo seca) e 82 (estacdo chuvosa), na superficie abaxial. Tais resultados
acerca das superficies adaxiais eram esperados devido a sua natureza fotoprotetora, a
média parecida de tricomas glandulares para os dois periodos de coleta sugere que estas
estruturas secretam um maior nimero de 6leos essenciais em uma determinada época,
ndo variando em quantidade. Mais estudos se fazem necessarios a fim de determinar se
existe alguma outra estrutura de armazenamento de 6leos essenciais presentes nas partes

aéreas de B. dracunculifolia.

Palavras-chave: Microscopia eletronica de varredura (MEV); fatores abidticos; 6leos

essenciais; estruturas secretoras; alecrim-do-campo; rendimento em 6leos essenciais.
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5.2 ABSTRACT

Baccharis dracunculifolia is a native plant of Brazil, belonging to the Asteraceae
family. Leaf trichomes are common in this family and, in some cases, they secrete resins,
waxes, and essential oils that act as a defense mechanism against phytopathogens and
herbivory. The density of glandular trichomes can vary and may be determined by genetic
and environmental factors. The leaves of B. dracunculifolia have pluricellular glandular
trichomes that secrete economically valuable essential oils. The aim of this study was to
evaluate the density of glandular trichomes on the leaves of B. dracunculifolia in relation
to the collection periods (dry and rainy seasons). For this purpose, the aerial parts of 15
individuals from a B. dracunculifolia population were collected during the dry and rainy
seasons in Aguas de Santa Barbara, S&o Paulo State. The trichome density of the leaves
was evaluated using scanning electron microscopy (SEM). Although there were
variations in the yield of essential oils during the collection periods, no significant
variation in the average number of glandular trichomes of B. dracunculifolia was
observed. Regarding the trichome density on the abaxial and adaxial surfaces, the adaxial
surfaces showed a significantly higher number of glandular trichomes (P < 0.0005), with
an average of 142 for the first collection (dry season) and 111 for the second collection
(rainy season), compared to 74 (dry season) and 82 (rainy season) on the abaxial surface.
These results regarding the adaxial surfaces were expected due to their photoprotective
nature. The similar average number of glandular trichomes for both collection periods
suggests that these structures secrete a larger amount of essential oils during a specific
period, without varying in quantity. Further studies are needed to determine if there are
any other storage structures for essential oils present in the aerial parts of B.

dracunculifolia.

Keywords: Scanning electron microscopy (SEM); abiotic factors; essential oils;

secretory structures; alecrim-do-campo; essential oil yield.
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5.3 INTRODUCAO

Estudos anatbmicos em estruturas secretoras de plantas da familia Asteraceae séo
muito difundidos, uma vez que seus metabdlitos especializados sdo utilizados para
diversos fins, com propriedades antiinflamatorias, antibioticas, repelentes, arométicas,
entre outras. A diversidade de espécies desta familia é imensa, suas plantas possuem
importancias apicolas (Baccharis dracunculifolia), horticolas (Lactuca sativa),
condimentares, medicinais (Baccharis trimera), em perfumaria, ornamentais, florestais e
de recuperacéo de areas degradadas, entre outras (DEL VITTO & PETENATTI, 2015).

A diversidade dessa familia também é observada em seus tricomas foliares, que
em alguns casos, realizam a secrecdo de resinas, ceras e 0leos essenciais, metabolitos
secundarios que desempenham papéis de defesa contra herbivoros e patdgenos, além de
sua importancia na protecdo contra raios ultravioleta (BICKFORD, 2016). A densidade
de tricomas glandulares é variavel, podendo ser determinada por fatores genéticos e
ambientais (WALKER & MARKS, 2000). Estudos tém demonstrado que fatores
abioticos como temperatura, luminosidade, disponibilidade hidrica, sazonalidade podem
influenciar na formagdo e densidade dos tricomas glandulares (EHLERINGER &
BJORKMAN, 1978; MARTINEZ-NATAREN et al., 2011; SHIBUYA et al., 2016;
TOZIN, et al., 2015), estruturas responsaveis pela sintese e armazenamento dos 6leos
essenciais (GONCALVES et al., 2007).

Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) € um arbusto dioico, com altura que varia de
0,5 até 3 m. Sua floracdo ocorre predominantemente no més de novembro, enquanto sua
germinacdo ocorre de forma favoravel em regides com presenca de luz. Suas folhas sdo
simples e alternas, de forma lanceolada com base e apice agudos, medindo cerca de 30
mm de comprimento. Seus estdmatos sdo anomaocitos e apresentam-se em maiores
proporcoes na face abaxial (PEGORINI et al., 2008).

Além disso, as folhas apresentam tricomas glandulares pluricelulares, que aumentam
a refletdncia da radiagdo luminosa e evitam a perda excessiva de &gua, além de ajudar na
manutencdo da temperatura foliar (BUDEL et al., 2004). Os tricomas glandulares
pluricelulares servem como mecanismo de defesa para a planta, uma vez que séo
responsaveis pela secrecdo de metabolitos especializados, como ceras, resinas e 0leos
essenciais, evitando fitopatdgenos e herbivoria (PEGORINI et al., 2008). As principais

substancias dos 0leos essenciais de B. dracunculifolia, encontrados em suas partes aéreas,
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sdo trans-nerolidol, espatulenol, D-germacreno, biciclogermacreno, trans-cariofileno,
globulol, viridiflorol, g-selineno, entre outros (FERRACINI et al., 1995; AGOSTINI et
al., 2005; MASSIGNANI et al., 2009). Em B. dracunculifolia, os tricomas glandulares
sdo pluricelulares, uni ou bisseriados, reunidos pela base em tufos, localizados em

pequenas depressdes nas folhas (BUDEL et al., 2004).

A fim de avaliar a influéncia dos fatores abiéticos em B. dracunculifolia, o objetivo
do presente estudo foi avaliar a densidade dos tricomas glandulares das folhas de B.

dracunculifolia em funcéo das épocas de coleta (estacdo seca e chuvosa).
5.4 MATERIAL E METODOS
5.4.1. Coleta do material vegetal

Para as analises microscépicas, foram coletados as partes aéreas de 10 individuos na
estacdo seca (Bd 01 a Bd 10). Os individuos foram etiquetados totalizando 20 amostras
para as duas coletas. As folhas foram separadas manualmente dos ramos no local de
coleta, armazenadas em frascos de vidro contendo uma solugdo de Karnovsky
(Karnovsky, 1965) e transportadas ao Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus
Botucatu. A folhas foram desidratadas gradualmente em concentracdes de alcool que
variavam de 10% até 70% para posteriores analises da densidade dos tricomas, 0s

codinomes para cada individuo encontram-se na Tabela 1.

Figura 1: A: B. dracunculifolia; B: Ramo de B. dracunculifolia coletado
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Individuos | Estagdo seca (06/09/2021) Estacdo chuvosa (21/03/2022)
Bd-01 1BD IAC 01 2BD IAC 01
Bd - 02 1BD IAC 02 2BD IAC 02
Bd - 03 1BD IAC 03 2BD IAC 03
Bd-04 1BD IAC 04 2BD IAC 04
Bd - 05 1BD IAC 05 2BD IAC 05
Bd - 06 1BD IAC 06 2BD IAC 06
Bd - 07 1BD IAC 07 2BD IAC 07
Bd - 08 1BD IAC 08 2BD IAC 08
Bd - 09 1BD IAC 09 2BD IAC 09
Bd - 10 1BD IAC 10 2BD IAC 10

Tabela 1: Nomenclatura dada aos individuos da populacdo de B. dracunculifolia
coletadas nas estacdes seca e chuvosa, Aguas de Santa Barbara, SP.

5.4.2. Densidade de tricomas glandulares de B. dracunculifolia

Para a determinacdo da densidade de tricomas glandulares, as amostras foliares das
duas coletas foram conduzidas ao Departamento de Biologia e Zootecnia da UNESP de
Ilha Solteira — SP, onde foram desidratadas até o nivel supercritico em CO2 com o
aparelho Leica EM CPD300. Fixadas em suporte de aluminio com fita dupla face de
carbono e metalizadas com uma camada de ouro de 30-40 nm no aparelho Quorum
Q150T E. Tais analises foram realizadas no microscopio eletrdnico de varredura (MEV)
Zeiss modelo EVO/LS15, operado a 20kv com as escalas impressas diretamente nas
eletromicrografias (Figura 2). As contagens foram realizadas a partir de imagens
padronizadas, com dimensao de 1200 um x 800 um (zoom de 250x). Os resultados foram
expressos em graficos com a média de tricomas glandulares observadas na superficie

abaxial e adaxial nas duas coletas.

Figura 2: A: Processo de desidratacdo das amostras; B: Amostras sendo revestidas por ouro (Quorum Q150T E); C:

Microscopio Eletronico de Varredura (Zeiss EVO LS15); D: Obtencéo das imagens dos tricomas glandulares
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5.4.3. Andlises estatisticas

As amostras foram submetidas a analise de variancia de dois fatores (ANOVA)
usando o software PAST 4.12 para determinar se ha diferenca significativa entre as
médias de tricomas glandulares em diferentes periodos de coleta (seca e chuva) e
superficies de folha (adaxial e abaxial).

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.5.1. Densidade dos tricomas glandulares das folhas de B. dracunculifolia

Os aspectos anatdmicos dos tricomas glandulares nas folhas de B. dracunculifolia
coletadas no municipio de Aguas de Santa Barbara — SP corroboram com os descritos por
Budel et al. (2004) e Pegorini et al. (2008), apresentando tricomas glandulares
pluricelulares unidos em tufos pela base, localizados em depressdes nas superficies

abaxiais e adaxiais de suas folhas (Figuras 3 e 4).
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Figura 3: Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de tricomas glandulares das folhas de B. dracunculifolia coletada
na estacdo seca (1BD IAC 08). A; B e C: Superficie Abaxial. D; E e F: Superficie adaxial. A e D: 2.000x. B e E: 250x.
C e F: 100x; B e E: Imagens utilizadas para a contagem dos tricomas
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Figura 4: Microscopia eletronica de varredura (MEV) de tricomas glandulares das folhas de B. dracunculifolia coletada
na estacdo chuvosa (2BD IAC 08). A; B e C: Superficie Abaxial. D; E e F: Superficie adaxial. A e D: 2.000x. B ¢ E:
250x. C e F: 100x; B e E: Imagens utilizadas para a contagem dos tricomas
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Para a estacdo seca, a densidade de tricomas da superficie abaxial das folhas
variou de 29 a 105, enquanto a densidade de tricomas da superficie abaxial da segunda
coleta (estagdo chuvosa) variou de 46 a 110 (Figura 6). A média de tricomas glandulares
na superficie abaxial das duas coletas foi de 74 e 82, com desvios padrdo de 26 e 24,

respectivamente (Figura 5).

Na superficie adaxial, a densidade de tricomas glandulares da primeira coleta
variou de 92 a 213 (Figura 6), a média de tricomas da primeira coleta foi de 142, com um
desvio padrdo de 36 (Figura 5). Na segunda coleta, a densidade de tricomas glandulares
variou de 77 a 138 (Figura 6), enquanto a média foi de 111, com um desvio padrdo de 20
(Figura5).

Apesar de ter sido encontrada diferenca significativa no rendimento de 6leos
essenciais (Figura 5; Capitulo 1), o nimero médio de tricomas glandulares presentes nas
superficies abaxial e adaxial das folhas de B. dracunculifolia ndo variou estatisticamente
nos periodos de coleta, realizadas no més de setembro de 2021 (estacdo seca) e no més
de marco de 2022 (estacdo chuvosa) estando em desacordo com o que foi observado por
Ehleringer & Bjérkman, (1978); Tozin et al., (2015); Shibuya et al., (2016), para outras
espeécies vegetais. Tais resultados indicam que pode haver diferencas no armazenamento
e na secrecdo de Oleos essenciais, mas ndo na quantidade de tricomas glandulares
presentes nesta espécie. O namero de tricomas glandulares na superficie adaxial foi
superior ao da superficie abaxial (P < 0,001), indicando que h&d uma variancia significativa
entre eles. Essa planta possui preferéncia por ambientes abertos e com alta luminosidade
(PEGORINI et al. 2008), as substancias secretadas pelos tricomas glandulares protegem
a planta de raios ultravioleta (BUDEL et al. 2004), portanto, um maior nimero destes
tricomas na parte superior de suas folhas, onde a exposicdo luminosa é maior, pode ser

uma estratégia evolutiva utilizada por esta espécie.
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Figura 5: Densidade média de tricomas glandulares observados nas superficies abaxial e adaxial das folhas de B.
dracunculifolia; Desvio padrdo de 26 e 24, primeira e segunda coleta da superficie abaxial; Desvio padrdo de 36 e 20,
primeira e segunda coleta da superficie adaxial.
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Figura 6: Numero de tricomas glandulares observados nas superficies abaxial e adaxial das folhas dos individuos de
B. dracunculifolia; ANOVA dois fatores: Diferenca significativa entre as superficies da folha (F = 284, P < 0,001);
nenhuma diferenca significativa entre os periodos de coleta (F = 1,055, P = 0,402).
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5.6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que ndo houve variancia significativa na densidade de
tricomas glandulares de B. dracunculifolia nos periodos de estiagem e de chuva
(setembro/2021 e margo/2022, respectivamente). Embora ndo tenha havido uma
diferenca significativa na densidade dos tricomas glandulares, o rendimento dos 6leos
essenciais de B. dracunculifolia foram maiores na segunda coleta, indicando que, apesar
de ndo existir uma diferenca na densidade destes tricomas, existe uma diferenca na sintese
dos 6leos essenciais, cujo periodo chuvoso supera em porcentagem de rendimento o

periodo de seca.

Em relacdo a densidade de tricomas das superficies abaxial e adaxial, as superficies
adaxiais mostraram um numero significativamente maior de tricomas glandulares,
indicando que a superficie que possui maior exposi¢do aos raios solares é evolutivamente
adaptada para essa condicdo, possuindo estruturas secretoras de ceras, resinas e 0leos

essenciais, que além de outras fungdes, possuem funcdes fotoprotetoras.
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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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