UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

ROGER RAUPP CIPRIANO

CAPACIDADE DE ENRAIZAMENTO, ATIVIDADE BIOLOGICA E VARIABILIDADE
QUIMICA DE OLEOS ESSENCIAIS DE Eugenia uniflora L.

CURITIBA
2019



ROGER RAUPP CIPRIANO

CAPACIDADE DE ENRAIZAMENTO, ATIVIDADE BIOLOGICA E VARIABILIDADE
QUIMICA DE OLEOS ESSENCIAIS DE Eugenia uniflora L.

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagéo
em Agronomia, Area de Concentragdo em Producéo
Vegetal, Departamento de Fitotecnia e
Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal do Parana, como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Cicero Deschamps

CURITIBA
2019



C577c

Cipriano, Roger Raupp
Capacidade de enraizamento, atividade biolégica e variabilidade
quimica de 6leos essenciais de Eugenia uniflora L. | Roger Raupp
Cipriano. - Curitiba, 2019.

136 p.:il.,

Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Parana. Setor de
Ciéncias Agrarias, Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia -
(Producao Vegetal).

Orientador: Cicero Deschamps

1. Pitangueira - arvore. 2. Propagacéo vegetativa. 3.
Esséncias e 6leos essenciais. 4. Sazonalidade. |. Deschamps,
Cicero (Orientador). II. Titulo. lll. Universidade federal do
Parana.

Sistema de Bibliotecas/UFPR, Biblioteca de Ciéncias Agrarias
Paula Carina de Araujo - CRB9/1562




MINISTERIO DA EDUCACAO

SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

l ' F P R PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAQ
T T oS P th PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO AGRONOMIA
(PRODUGCAO VEGETAL) - 40001016031P6

TERMO DE APROVAGAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Poés-Graduagdo em AGRONOMIA (PRODUGAO
VEGETAL) da Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguicdo da tese de Doutorado de ROGER
RAUPP CIPRIANO intitulada: CAPACIDADE DE ENRAIZAMENTO, ATIVIDADE BIOLOGICA E VARIABILIDADE QUIMICA DE
OLEOS ESSENCIAIS DE Eugenia unifiora L., sob orientagao do Prof. Dr. CICERO DESCHAMPS, que apés terem inquirido o
aluno e realizada a avaliagio do trabalho, 540 de parecer pela sua_APROVAGAO no rito de defesa.

A outorga do titulo de doutor esta sujeita & homologagédo pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagfes e corregoes

solicitadas pela banca e ao plene atendimento das demandas regimentais do Programa de Pés-Graduagéo,

CURITIBA, 27 de Novembro de 2019.

BEATRIZ HELENA LAMEIRO DE NORONHA SALES MAIA LUIZ ANTONIO BIASI
Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA) Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

M%FELLATO-RIBAS
Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

Rua dos Funcionarios, 1540 - CURITIBA - Parana - Brasil
CEP 80035-050 - Tel: (41) 3350-5601 - E-mail: pgapv@ufpr.br



Aos meus pais:
Anténio Carlos Cipriano e

Arlete Raupp Cipriano



AGRADECIMENTOS

Agradeco principalmente a meus pais, Antonio Carlos Cipriano e Arlete Raupp
Cipriano. Pais que sempre me incentivaram, me ajudaram e me motivaram até
chegar a este momento.

Aos meus irmaos Denner Raupp Cipriano e Marcelo Raupp Cipriano pelo apoio
durante os momentos que mais precisei.

Aos meus sobrinhos Bruno, Ully, Yago e Henrique a quem dedico todas as
minhas realizagdes.

Agradecimento a Universidade Federal do Parana e ao Programa de
Pd6s-graduagdo em Agronomia/Producéo Vegetal (PPGAPV) que proporcionaram me
tornar o profissional que sou hoje.

Ao Professor Dr. Cicero Deschamps pela orientagdo, amizade e principalmente
por me acolher no Laboratério de Ecofisiologia Vegetal. Atitude que me trouxe novos
desafios na minha funcédo de Técnico de Laboratorio.

Aos colegas do Laboratério de Ecofisiologia Vegetal, Maira, Jéssica, Renata,
Wanderlei, Aurea, Michele, Lury, Jeidi, Felipe, Erik e Marilia, pela convivéncia e
ajuda.

Ao Sr. Lorival, técnico de campo da Area Experimental de Plantas Aromaticas e
Medicinais, pelo apoio nas atividades ocorridas na Fazenda Canguiri.

A secretaria do PPGAPV, Lucimara Antunes, pela paciéncia, presteza, dedicacao
e competéncia que sempre auxiliou todos os docentes e discentes do PPGAPV.

N&o poderia de deixar de agradecer ao apoio do Laboratorio de Produtos Naturais
e Ecologia Quimica (Profa. Dra. Beatriz H. L. N. S Maia e Inaiara Casapula), do
Grupo de Estudos e Pesquisa em Estaquia (Profa. Dra. Katia Christina Zuffellato
Ribas, Leandro Latoh, Leandro Marcolino Vieira e Renata de Almeida Maggioni), ao
Laboratério de Anatomia e Biomecanica Vegetal (Prof. Dr. Bruno Francisco
Sant’anna dos Santos) e a Dra. Marta Christina Teixeira Duarte (CPQBA/ UNICAMP).

Também agradeco a todos os servidores do Departamento de Fitossanitarismo e

Fitossanidade, professores e técnicos, pelas dicas e apoio.



Enfim, agradeco a todas as pessoas com quem tive o prazer de conviver e que

me auxiliaram muito na minha trajetéria profissional, académica e pessoal.



RESUMO

Eugenia uniflora, popularmente conhecida como pitangueira, € uma espécie
nativa que apresenta distribuicdo em todo territério brasileiro e de grande potencial
econdmico e ecoldgico. Seus frutos se caracterizam pelo sabor e aroma tipico, sendo
a polpa utilizada na produgao de sucos, sorvetes e licores. Embora seja também
utilizada intensivamente na medicina popular na forma de cha, recentemente passou
a ser matéria-prima importante para a industria devido a producéo de d6leo essencial
com propriedades antioxidantes. A pitangueira se adapta a diferentes condicdes
ambientais, pois apresenta grande variabilidade genética, portanto a avaliacdo de
potenciais gendtipos com alta producao de biomassa foliar e 6leo essencial com
padrées que atendam as exigéncias da industria se faz necessaria como estratégia
inicial no desenvolvimento tecnologico para a produgado da espécie. Portanto, o
objetivo principal deste trabalho foi avaliar a variabilidade no teor e na composigao de
Oleos essencias de diferentes genodtipos de pitangueiras cultivados na Estagao
Experimental do Canguiri da Universidade Federal do Parana e avaliar diferentes
técnicas na propagacgao por estaquia da espécie. A extracdo do 6leo essencial das
folhas foi realizada por hidrodestilacdo e a composi¢cao quimica analisada por meio
de cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro de massas (GC/MS).
As amostras de O6leo essencial foram utilizadas em bioensaios para avaliar o
potencial antioxidante e antibacteriano. Também foram desenvolvidos protocolos de
propagacao vegetativa a partir da avaliagdo de diferentes substratos (Tropstrato®,
areia e vermiculita), concentragdes do regulador vegetal acido indolbutirico (IBA),
sazonalidade na coleta dos propagulos e métodos de rejuvenescimento (poda e
miniestaquia). Na avaliagdo na composi¢cao dos o6leos essenciais dos gendtipos
estudados foi possivel observar grande variabilidade quimica, sendo encontrados
seis perfis cromatograficos distintos. Os resultados dos testes biolégicos confirmaram
a dependéncia na intensidade do efeito antioxidante dos 6leos essenciais a sua
composi¢cdo. Quando avaliados quanto a sazonalidade, foram verificadas apenas
alteragdes quantitativas de alguns compostos, sem mudangas na composi¢gdo do
Oleo essencial estudado. As amostras de 6leo essencial coletadas no verdo e
primavera foram as com maior atividade antioxidante, quando comparadas as
amostras coletadas no outono e inverno. O resultado observado foi decorrente,
provavelmente, de diferengas na concentragdo do composto germacrona. A atividade
antibacteriana foi considerada de moderada a fraca, sendo os melhores resultados
obtidos sobre Escherichia coli, sem diferenca entre as estacdes. Nas avaliagdes de
estratégias de propagacao vegetativa os melhores resultados foram obtidos quando
a espécie foi submetida a métodos de rejuvenescimento, principalmente a
minestaquia, com 48,33% de enraizamento, no substrato comercial Tropstrato® e
com material coletado no verdo. Maiores porcentagens de enraizamento foram
obtidas sem a aplicacido de IBA. Nas estacas provenientes de matrizes que nao
sofreram nenhum método de rejuvenescimento ndo ocorreu processo rizogénico,
independente da estacao de coleta.

Palavras-chave: Pitangueira. Flora aromatica. Sazonalidade. Propagacao vegetativa.



ABSTRACT

Eugenia uniflora, popularly known as “surinan cherry tree”, is a native species
with distribution in Brazil and with economic and ecological importance. Its fruits are
characterized by the typical flavor and aroma, being the pulp used in the production of
juices, ice cream and liqueurs. Although it is also used extensively in folk medicine as
a tea, recently it has became an important raw material for the industry due the
antioxidant properties of its essential oil.. Surinan cherry tree adapts to different
environmental conditions because of the great genetic variability, therefore the
evaluation of potential genotypes with high leaf biomass and essential oil production
to meet the industry requirements is necessary. Therefore, the main objective of this
work was to evaluate the essential oil yield and composition and antioxidant and
antibacterial activities of different genotypes of surinan cherry tree cultivated at the
Canguiri Experimental Station of Federal University of Parana and to develop a
vegetative propagation protocol for the selected plant materials. . The isolation of the
essential oil samples from leaves was performed by hydrodistillation and the chemical
composition analyzed by gas chromatography coupled to the mass spectrometer (GC
/ MS). The obtained samples were then used in bioassays to evaluate antioxidant and
antibacterial activities. For te vegetative propagation experiments, different substrates
(Tropstrato®, sand and vermiculite), indolbutyric acid (IBA) concentrations were
evaluated for the rooting of plant material collected in different seasons and those
obtained after rejuvenation methods (pruning and minicutting). it was observed great
chemical variability in the essential oils composition of the studied genotypes, being
observed six distinct chromatographic profiles. The results of the biological tests
confirmed the dependence on the antioxidant activity according to the essential oil
composition. for The season in which the plant material was collected showed effect
in the percentage of the essential oil constituents and the highest antioxidant activity
was observed in samples collected during the summer and spring insamples from .
This result was probably due to differences in the concentration of the germacrone
compound in the essential oil. Antibacterial activity was considered moderate to poor,
with the best results obtained on Escherichia coli, with no difference between seasons.
The best results in the vegetative propagation by stem cuttings were found with the
rejuvenation methods using the commercial substrate Tropstrato® and with plant
material collected in the summer. Higher rooting percentages were obtained without
the application of IBA. In stem cuttings from plant material that did not were submitted
to any rejuvenation method, the root formation did not occur, regardless of the
collection season.

Keywords: Surinan cherry tree. Aromatic flora. Seasonality. Vegetative propagation.
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1 INTRODUGAO GERAL

Os dleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario das plantas,
constituidos de uma mistura complexa de compostos volateis, lipofilicos, de baixo
peso molecular, odoriferos e liquidos (ZUZARTE; SALGUEIRO, 2015). Apresentam
importante papel ecolédgico, pelas fungdes de interagdo planta-planta (alelopatia),
atracdo de polinizadores, exercem ainda papel de sinalizadores e inibidores de
herbivoria e acdo contra a infeccdo de fungos, bactérias e virus (ALMEIDA et al.,
2010; JUNKER; THOLL, 2013; PINTO-ZEVALLOS et al., 2013). Devido a estas
funcdes e caracteristicas naturais, tém sido usados intensamente como conservantes
de alimentos, além de conferirem aroma e sabores especiais a produtos alimenticios,
de higiene, perfumaria e limpeza. Na industria farmacéutica sao fontes de principios
ativos (LUBBE; VERPOORTE, 2011; CARVALHO; ESTEVINHO; SANTOS, 2016;
SACHIN et al., 2016).

Plantas que apresentam tais produtos do metabolismo secundario sao
conhecidas como plantas aromaticas, contemplando espécies das familias botanicas
Anarcadiaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae,
Piperaceae, Salicaceae, Scrophulariaceae, Verbenaceae e Winteraceae.

O Brasil apresenta uma grande variedade de espécies aromaticas que
podem ser exploradas comercialmente, entre elas Eugenia uniflora, popularmente
conhecida como pitangueira. A espécie € uma Myrtaceae Neotropical, com ocorréncia
em todo territorio nacional, além de ser encontrada na Argentina, Uruguai e Paraguai,
apresentando alto potencial de uso nas industrias de alimentos, de cosméticos e de
farmacos. Contém uma série de compostos do metabolismo secundario que séo
potencialmente antioxidantes, antihelmiinticos, antibacterianos, antifungicos e
antivirais (MOURA et al., 2018). Sao plantas utilizadas na medicina popular para
controle de diabetes, problemas gastrointestinais e outras desordens. Apresentam
uma ampla variabilidade de caracteristicas morfoldgicas e fisico-quimicas, resultado
de sua principal estratégia de reprodugéo, a alogamia.

Devido esta variabilidade, para a selecdo de gendtipos promissores que
apresentem caracteristicas de interesse comercial e médico, se faz a necessidade de
avaliacao e caracterizacao de seus perfis fitoquimicos. No caso de plantas aromaticas,

como Eugenia uniflora, € de suma importancia determinar a composig¢ao de seu 6leo
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essencial. O efeito bioldgico dos 6leos essenciais e a intensidade destes efeitos estao
associados com sua composigao.

A composicdo dos Oleos essenciais dependente além das caracteristicas
genéticas da planta, mas também de fatores ambientais. Dentre eles pode-se
relacionar a edafologia, altitude, quantidade pluviométrica, temperatura e radiagcao
solar (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Alguns destes fatores apresentam flutuagbes
entre as diferentes estagdes do ano, que acarretam na variagdo no teor e na
composicao dos 6leos essenciais.

Poucas espécies aromaticas nativas apresentam cultivos consolidados,
carecendo de agronémica para a producao de 6leos essenciais. Ha poucos cultivos
comerciais de Eugenia uniflora e grande parte da matéria-prima atualmente utilizada
pelas industrias vem sendo obtida por extrativismo. Um dos gargalos é a produgao de
mudas com quantidade e qualidade desejaveis. A produgdo de mudas por sementes
apresenta desvantagem, principalmente por promover grande variabilidade, devido a
troca de material genético entre as matrizes, que inviabiliza o estabelecimento de
plantacdes para fins comerciais (DIAS et al., 2012). Uma das formas de promover
maior uniformidade de certas caracteristicas em cultivos comerciais de uma espécie
€ a propagacgado vegetativa. O desenvolvimento de protocolos de multiplicagao
vegetativa permite a fixagcdo de caracteristicas favoraveis, como a estabilidade na
composicao fitoquimica em plantas medicinais e aromaticas (FRANZON;
CARPENEDO; SILVA, 2010).

Os métodos de propagacao vegetativa por estaquia e miniestaquia permitem
a obtencao de mudas em pequeno periodo de tempo. A formacgao de sistema radicial
em estacas ou miniestacas depende de inumeros fatores, como a idade da planta
matriz, estado nutritivo do material vegetal, concentracdo de horménios vegetais,
presenca ou auséncia de barreiras anatbmicas e de cofatores, tipo do substrato,
temperatura, luz, umidade e utilizacdo de reguladores vegetais (FELZENER et al.,
2007; PEREIRA; PERES, 2016).

Muitas espécies apresentam dificuldade de enraizamento, mesmo sob
condigdes favoraveis para a formagao de raizes. A idade ontogenética da planta
matriz pode afetar consideravelmente a porcentagem de enraizamento de propagulos
provenientes destes materiais. Uma alternativa para se obter um maior porcentual de
mudas € submeter as matrizes a técnicas de rejuvenescimento. Estes métodos

permitem alteragdes tanto morfolégicas e anatdmicas quanto bioquimicas e
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fisioloégicas, favorecendo a formacdo de raizes em propagulos vegetativos
(WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014).

Neste contexto, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a variabilidade
quimica dos 6leos essenciais de gendtipos de Eugenia uniflora quanto ao teor e a
composicao. Verificar a influencia da composicao dos o6leos essenciais em suas
atividades bioldgicas e avaliar técnica de propagacao vegetativa da espécie.

Estes objetivos foram divididos em trés capitulos. O capitulo | visou avaliar o
teor e a composigédo do 6leo essencial de 36 gendtipos de Eugenia uniflora e seu
potencial antioxidante. No capitulo Il foi selecionado um gendtipo que apresentou
maior teor de Oleo essencial e maior atividade antioxidante, sendo o objetivo deste
capitulo verificar o teor, a composicao e as atividades antioxidante e antibacteriana
em funcdo das mudancgas sazonais. O ultimo capitulo teve o intuito de avaliar a
influencia do tipo de substrato, sazonalidade, diferentes concentracbes de acido
indolbutirico e métodos de rejuvenescimento no enraizamento de estacas de Eugenia

uniflora.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OLEOS ESSENCIAIS

2.1.1 Composicao e rotas metabdlicas

Os oOleos essenciais sao misturas complexas de compostos volateis,
lipofilicos, de baixo peso molecular, odoriferos e liquidos, soluveis em solventes
organicos e insoluveis em agua (ZUZARTE; SALGUEIRO, 2015). Sao constituidos
principalmente de terpenos e arilpropanoides. Estas duas classes de substancias sao
produtos do metabolismo secundario, sintetizados por rotas metabdlicas distintas:
Rota do Acido Mevaldénico, Rota do Fosfato de Metileretritol e Rota do Acido
Chiquimico (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Na rota do Acido Mevaldnico e da rota do Fosfato de Metileritritol s&o
biossintetizados os compostos terpénicos (FIGURA 2.1). Na biossintese de terpenos,
as duas vias produzem o difosfato de isopentenila (IPP) e seu isbmero difosfato de
dimetilalila (DMAPP), ambos constituidos por cinco atomos de carbono (FIGURA
2.1B), precursores dos terpenos. A unido de unidades de isoprenos e posteriores
reagdes, de ciclizagdo e de oxidagéo, determinam a grande diversidade desta classe
de compostos, considerada como uma das mais abundantes na natureza, com
aproximadamente 30.000 compostos conhecidos (CARSON; HAMMER, 2011;
TUREK; STINTZING, 2013; DHANDAPANI et al., 2017). Portanto, os terpenos sao
considerados polimeros de isopreno unidos da cabeca a cauda, na maioria das vezes.
Porém também podem apresentar unides cauda-cauda e cabeca-cabeca. Os
terpenos séo classificados pelo seu numero de unidades de isoprenos: hemiterpenos
(1), monoterpenos (2), sesquiterpenos (3), diterpenos (4), triterpenos (6) e
tetraterpenos (8). Sendo os monoterpenos e o0s sesquiterpenos mais comumente

encontrados nos oOleos essenciais (FIGURA 2.1C).
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FIGURA 2.1 - ROTA DE BIOSSINTESE DE COMPOSTOS TERPENICOS. A: ROTA DO ACIDO
MEVALONICO E DO FOSFATO DE METILETRITOL; B: PRECURSORES DOS ISOPRENOS (IPP E
DMAPP); C: MONOTERPENOS; D: SESQUITERPENOS.
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FIGURA 2.1 - ROTA DE BIOSSINTESE DE ARILPROPANOIDES. A: ROTA DO ACIDO CHIQUIMICO;
B: ARILPROPANOIDES COM OCORRENCIA EM OLEOS ESSENCIAIS.
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Os arilpropanoides sdo biossintetizados pela rota metabdlica do Acido
Chiquimico (FIGURA 2.2A). Estes compostos sao caracterizados pela presenca de
um anel aromatico e uma cadeia lateral de trés atomos de carbono (FIGURA 2.2B).
Os precursores na sua biossintese sdo aminoacidos aromaticos, derivados do
chiguimato, principalmente a fenilalanina (VOGHT, 2010; CHEYNIER et al., 2013). A
sintese de arilpropanoides envolve varias reagbes enzimaticas, porém o0s

mecanismos regulatorios envolvidos s&o relativamente desconhecidos quando
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comparados a sintese de compostos terpénicos (DHANDAPANI et al.,, 2017). A
principal enzima que participa da via do acido chiquimico é a fenilalanina
amonia-liase (PAL), ela €& responsavel pela desaminagdo da fenilalanina,
convertendo-a em acido cinamico (MANDOULAKANI; EYVAZPOUR;
GHADIMZADEH, 2017).

2.1.2 Local de armazenagem, métodos de extragao e variabilidade

Os oleos essenciais sao encontrados tanto em partes vegetativas (folhas,
caules e raizes) quanto em partes reprodutivas (flores, frutos e sementes),
armazenados em tricomas glandulares, papilas epidérmicas, canais oleiferos, bolsas
secretoras e células do parénquima (MAFFEI, 2010). A extracdo pode ser realizada
por diversos métodos, utilizacdo de solventes organicos, enfloracdo e fluido
supercritico. Porém, os mais utilizados sao a hidrodestilagdo, arraste a vapor e
prensagem (BIASI; DESCHAMPS, 2009). O método de extracdo depende do tipo de
estrutura de armazenamento e quanto da qualidade do 6leo essencial pretenda-se
manter, pois métodos que utilizam altas temperaturas, por exemplo, podem afetar a
integridade de seus constituintes (ASBAHANI et al., 2015).

Segundo Rahimmalek e Goli (2013), dependendo das estruturas de
armazenamento, processos de pré-extragdo devem ser realizados, como a secagem
do material vegetal, promovendo a ruptura das paredes de células que circundam as
cavidades de armazenamento, que se encontram no interior dos tecidos vegetais,
permitindo o extravasamento do seu conteudo e facilitando sua extragao.

O teor e a composicao dos 6leos essenciais, segundo Gobbo-Neto e Lopes
(2007), sao influenciadas principalmente por fatores bidticos (genética e interagdes
biolégicas) e por fatores abioticos (temperatura, pluviosidade, intensidade luminosa,
altitude, tipo e qualidade do solo).

Devido a diferenga na expressdo génica, a composicdo dos Oleos
essenciais pode ser variavel em diferentes partes de um mesmo individuo (folhas,
frutos, caule e raizes), idade e estadio de desenvolvimento distintos destes 6rgéos
(FIGUEIREDO et al., 2008; SANTOS; BRAZ-FILHO; CASTRO, 2015). Além disso, a
variabilidade genética decorrente do modo de reprodugéao, principalmente alogamia,
pode também promover diferenciacdo na composicdo dos 6leos essenciais de uma
mesma espécie (FACANALI et al., 2009).
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Os Oleos essenciais, assim como grande parte dos metabdlitos secundarios,
possuem papel ecologico importante para as plantas como a interacdo com
polinizadores e outras plantas (alelopatia), sinalizadores e inibidores de herbivoria e
acao contra a infeccdo de fungos, bactérias e virus. Plantas submetidas a estas
condicbes podem apresentar alteragdes no teor e na composicdao de seus Oleos
essenciais (ALMEIDA et al., 2010; JUNKER; THOLL, 2013; PINTO-ZEVALLOQOS et al.,
2013).

Segundo Fejér et al. (2018), a producéo de 6leo essencial esta conectada a
condicbes metabdlicas que refletem as interagdes que ocorrem entre a planta e
fatores ambientais. Os autores verificaram que flutuagcdes nas propriedades do solo
(pH e conteudo de humus), altitude e quantidade de chuva afetam o teor e a
composicao de dleo essencial em Juniperus communis. O balang¢o quimico do solo,
conteudo de macro e micronutrientes, também foi fundamental na composicéo do
Oleo essencial de Baccharis trimera (SILVA et al., 2007). Além da composi¢cao
quimica do solo e quantidade de agua disponivel, temperatura e radiagdo solar séo
imprescindiveis no processo de fotossintese. Os precursores na biossintese de
terpenos e arilpropanoides s&o produtos deste processo vegetal (TAIZ; ZEIGER,
2009). Alteragbes diurnas e sazonais destes fatores podem influenciar o teor e a
composi¢cdo dos Oleos essenciais, como relatado por Cerqueira et al. (2009) e
Oliveira, A. R. M. F. et al. (2012).

2.1.3 Usos e importancia econémica

A utilizagdo dos Oleos essenciais € remota, com registros desde o ano 2800
aC. Os indianos, chineses e egipcios os usavam em suas praticas religiosas e
também para fins terapéuticos. Em antigos escritos destas civilizagbes séao
mencionadas diversas substancias aromaticas derivadas de diferentes espécies de
plantas (ALl et al., 2015). Os gregos e os romanos também difundiram a utilizacéo de
Oleos essenciais como terapias alternativas e cosméticos, ensinamento que
trouxeram dos egipcios para a Europa. Porém, foi na idade média onde a utilizagao
de dleos essenciais foi popularizada, devido as cruzadas (LAWLESS, 2013).

Segundo Mimica-Dukic (2010), os 6leos essenciais apresentam propriedades
antioxidantes, ou seja, apresentam efeito protetor frente a espécies reativas de

oxigénio que podem causar injurias a macromoléculas (proteinas, lipideos e acidos
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nucléicos). Por outro lado outros trabalhos demonstram que os 6leos essenciais e
seus compostos podem promover efeitos citotoxicos, ndo apresentando tal efeito
protetor, que por sua vez € importante para que exercam suas atividades
antibacterianas, antifungicas, antivirais, entre outras (BAKKALI; AVERBECK;
IDAOMAR, 2008; VIEIRA et al., 2012). Sinha et al. (2014) estudou o efeito de 6leos
essencias e Turkez et al. (2015) o de monoterpenos sobre linfécitos humanos. Os
resultados demonstraram em ambos os trabalhos a indug&o de estresse oxidativo e
apoptose em altas concentragdes. Resultados semelhantes foram descritos por
Nickolic et al. (2011) que testaram alguns compostos terpénicos sobre células
mamarias e bactérias e evidenciaram a acao destes compostos sobre o processo de
reparo de DNA.

Devido ao conhecimento dessas agdes, o uso de Oleos essenciais tem
crescido nos ultimos anos. Atualmente os Oleos essenciais s&o muito utilizados nas
industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética como conservantes de alimentos,
além de conferir sabor e aroma especiais a produtos alimenticios, de higiene, de
perfumaria e de limpeza e como fontes de principios ativos (LUBBE; VERPOORTE,
2011; CARVALHO; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; SACHIN et al. 2016).

Segundo Raut e Karuppayil (2014), foram estudados cerca de 3.000 éleos
essenciais, sendo destes 300 de importancia comercial, com produgcédo anual de
aproximadamente de 60.000 toneladas. O Brasil destaca-se neste cenario mundial,
juntamente com a india, a China e a Indonésia, sendo o pais que mais exporta 6leos
essenciais de citricos (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). No ano de 2018 foram
exportados um montante de US$ 292.287.331 de 6leos essenciais, dos quais 88%
deste valor foi impulsionado pelo 6leo essencial de laranja (COMEXSTAT, 2019).

Apesar do destaque do Brasil no mercado mundial de dleos essenciais, a
industria ainda recebe pouco investimento. Porém, a grande potencialidade do pais &
evidente, pois apresenta uma das maiores biodiversidades vegetais do mundo, com
aproximadamente 20% de todas as espécies descritas (FORZZA et al., 2015). Muitas
das familias reconhecidamente consideradas aromaticas ocorrem em territorio

nacional, sendo muitas espécies endémicas e ainda nao exploradas.
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2.2 PROPAGACAO

A propagacgao de plantas envolve a multiplicagdo de individuos através de
métodos sexuados e assexuados. O método sexuado consiste na produgao de
mudas a partir da germinagéao de sementes. A propagagao assexuada, ou vegetativa,
envolve a utilizagcdo de partes como caules, folhas e raizes, para a formacao de
individuos genotipicamente semelhantes. Segundo Dias et al. (2012), a propagagao
sexuada resulta na heterogeneidade das mudas quanto a caracteres fenotipicos,
como por exemplo produtividade e composi¢cao de metabdlitos secundarios, devido,
principalmente, a variabilidade genética, porém proporcionam maior adaptagcéo do
material em diferentes condi¢cdes de solo e clima. Plantios mais uniformes, com a
manutencdo das caracteristicas de plantas matrizes selecionadas podem ser
alcancados através de propagacao vegetativa, uma vez que as mudas obtidas sao
clones das plantas fornecedoras dos propagulos vegetativos (FRANZON;
CARPENEDO; SILVA, 2010).

Além da variabilidade promovida pela propagacao sexuada, existem outras
desvantagens do método quando comparado aos métodos de propagacgao vegetativa.
A fase juvenil em plantas oriundas de propagacédo sexuada € mais prolongada,
podem apresentar um longo periodo improdutivo (FACHINELLO; HOFFMANN;
NACHITIGAL, 2005). A dorméncia das sementes, sementes recalcitrantes ou baixas
taxas de germinacao de muitas espécies limitam a produgédo de mudas por via sexual
(WENDLING; DUTRA; GROSSI, 2006; LEI, 2010; CARDOSO; ALVES; ALVES, 2015;
SILVA et al., 2016).

2.2.1 Propagacao vegetativa

Meétodos de propagacgao vegetativa para espécies onde se visa obter mudas
com as mesmas caracteristicas genéticas das plantas matrizes, com pequeno
periodo da fase juvenil e que apresentem dificuldades de propagacdo seminal em
decorréncia de fatores que afetam a germinacdo de sementes, sao alternativas ao
meétodo sexuado. Além do mais, os metodos assexuados de propagag¢ao reduzem o

tempo de obtencdo de mudas (LIMA et al., 2011).
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Os métodos de propagacao vegetativa baseiam-se no principio da
totipoténcia das células vegetais, ou seja, apresentam informacao genética capaz de
gerar um individuo completo (ALMEIDA et al., 2015).

As principais técnicas de propagacdo vegetativa s&o a alporquia, a
mergulhia, a encostia, a propagacgéo por estruturas especializadas, a propagagao in

vitro, a enxertia e a estaquia.

2.2.2 Estaquia e miniestaquia

A estaquia € o método mais utilizado, pois € um método que apresenta baixo
custo, sem a necessidade de mé&o de obra especializada, obtem-se grande
quantidade de mudas em pequeno periodo de tempo (HARTMANN et al., 2002). Na
estaquia segmentos séo retirados da planta matriz para a formagdo de uma nova
planta.

Segundo Hartmann et al. (2002), a emissao de raizes adventicias a partir de
estacas apresentam as seguintes etapas:

1. Desdiferenciagéo de células especializadas, tornando-se meristematicas;

2. Formacédo de raizes iniciais, a partir das células desdiferenciadas,
localizadas préximas aos tecidos vasculares;

3. Desenvolvimento de primérdios radiciais;

4. Emergéncia dos primérdios radiciais e formagao do tecido de condugéao.

Outras técnicas derivadas da estaquia convencional tém sido desenvolvidas
para a produgcao de mudas comerciais, dentre elas a miniestaquia (FERRIANI;
ZUFFELLATO-RIBAS; WENDLING, 2010) que consiste na promogao de brotagdes
secundarias a partir de uma minicepa, seja ela oriunda da germinacéo de sementes
ou de estacas enraizadas (MARINHO et al., 2009).

As vantagens da miniestaquia em relagado a estaquia convencional estao no
pequeno espaco utilizado para a manutengédo do minijardim e otimizagdo no manejo
das minicepas. Também s&o relatados melhores porcentagens de enraizamento, pois
as miniestacas apresentam certo grau de rejuvenescimento de seus tecidos (DIAS et
al., 2012). Por outro lado, as miniestacas apresentam maior sensibilidade as
condigdes ambientais e tem-se a necessidade de maior rapidez entre a coleta e seu

estabelecimento em casa de vegetacdo (CALDEIRA et al., 2016).
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2.2.3 Fatores que afetam a emissao de raizes adventicias

O sucesso na emissao de raizes adventicias depende de fatores internos ao
material vegetal e também de fatores externos. Entre os fatores intrinsecos podem
ser citados a idade ontogenética e fisioldgica do tecido, o tipo de estacas, a
concentragdo de fitohorménios, caracteristicas genéticas, estado nutricional,
presenga ou auséncia de barreiras anatdbmicas e de cofatores (FELZENER et al.,
2007; PEREIRA; PERES, 2016). Temperatura, luz, umidade, fatores relacionados a
sazonalidade, tipo de substrato, utilizagdo de reguladores vegetais sdo exemplos de
fatores externos que podem influenciar no desenvolvimento do sistema radicial nas
estacas (OLIVEIRA, Y. et al., 2012; FAGANELLO et al., 2015; FRAGOSO et al., 2015;
MENEZES; SAMPAIO; BLIND, 2018). Segundo Gatti et al. (2011), o sucesso da
propagacao vai depender da interacéo entre os fatores intrinsecos e extrinsecos.

Para Hartmann et al. (2002), as espécies podem ser classificadas quanto a
dificuldade de enraizamento em trés grupos:

1. Facil - sem a necessidade de reguladores vegetais para a emissao de
raizes, geralmente apresentam substancias enddgenas que favorecem o
enraizamento (auxinas e cofatores);

2. Relativamente facil - estas plantas apresentam cofatores que auxiliam no
enraizamento, porém apresentam baixas concentragdes de auxina endégenas sendo
necessaria a aplicagao de auxina exégena para enraizamento;

3. Dificil - aplicacdo de reguladores vegetais nao ¢é suficiente para
enraizamento, estas espécies apresentam baixas concentracbes de cofatores do
enraizamento e também podem apresentar inibidores que impedem o processo
rizogénico.

Geralmente o enraizamento é dependente do grau de juvenilidade do
material vegetal. Segundo Ferrari, Grossi e Wendling (2004), estacas provenientes
de fontes mais jovens enraizam facilmente quando comparadas com fontes mais
maduras. Existe um grau de maturagcédo ao longo da planta, sendo as regides mais
juvenis proximas a base da arvore e as mais maduras no apice (HARTMANN et al.,
2002). Este gradiente de maturidade se deve, principalmente, a diferencas
morfologicas, fisioldégicas e/ou bioquimicas (WENDLING; TRUEMAN; XAVIER,
2014).
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Portanto técnicas que promovem a obtencdo de propagulos juvenis de
plantas maduras (rejuvenescimento) tém sido empregadas para propagacao
vegetativa. Micropropagagao seriada, enxertia seriada, estaquia seriada e podas
drasticas sdo alguns métodos utilizados (WENDLING; XAVIER, 2003; WENDLING,
2004; SCHUCH et al., 2008; LIMA et al., 2011; PENA; ZANETTE; BIASI, 2015).

2.3 Eugenia uniflora

2.3.1 Caracterizacao botanica da espécie

Eugenia uniflora, popularmente conhecida como pitangueira, pertence a
familia Myrtaceae, que corresponde a 1,32% das angiospermas conhecidas
(SOARES-SILVA, 2000). As mirtaceas estdo distribuidas em duas subfamilias,
Leptospermoideae e Myrtoideae, ocupam todos os continentes do Hemisfério Sul,
possuem sua maior diversidade na regidao neotropical e Australia (SYSTMA et al.,
2004). Poole, Hunt e Cantrilli (2001) encontraram exemplares fosseis também no
continente Antartico, corroborando que a atual distribuicdo desta familia deva ter se
dado a partir da quebra do Gondwana. Atualmente compreende aproximadamente
130 géneros e 3800 a 5800 espécies (SOUZA et al., 2018).

As espécies neotropicais desta familia se apresentam como arbustos e
arvores com folhas opostas e simples e margem inteira. Suas inflorescéncias sao
axilares ou terminais, com flores bissexuais, geralmente de cor branca e com
estames numerosos (LUGHADHA; PROENCA, 1996). Segundo Barroso (1991) seus
frutos podem se apresentar em formas carnosas e do tipo baga.

A familia Myrtaceae no Brasil € uma das com maior rigueza na maioria das
formagdes vegetais. Sdo descritos 23 géneros e 1.034 espécies, das quais 786 sao
endémicas (MORAIS; CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014; SOBRAL et al., 2015).
Embora a familia Myrtaceae seja relatada por muitos autores bem representativa na
flora brasileira, ela ocupa apenas a oitava posigao entre as familias de angiospermas
mais diversas (TABELA 2.1), porém esta entre as que apresentam maior porcentual
de espécies endémicas (FORZZA et al., 2015).
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TABELA 2.1 - AS DEZ FAMILIAS MAIS DIVERSAS DE ANGIOSPERMAS OCORRENTES NO

BRASIL, NUMERO TOTAL DE GENEROS, NUMERO TOTAL DE ESPECIES E O PORCENTUAL DE
ENDEMISMO

Familia n°. géneros n°. espécies Endenismo (%)
Fabaceae 221 2810 53,91
Orchidaceae 221 2499 64,03
Asteraceae 280 2075 63,47
Poaceae 225 1479 33,47
Rubiaceae 124 1393 52,33
Melastomataceae 67 1375 65,31
Bromeliaceae 44 1348 87,54
Myrtaceae 23 1034 76,02
Euphorbiaceae 63 945 67,72
Apocynaceae 77 757 53,50

FONTE: FORZZA et al. (2015).

As espécies da familia Myrtaceae com ocorréncia no Brasil apresentam
grande importancia por serem muitas delas produtoras de frutas comestiveis.
Algumas delas ja possuem cultivos consolidados, outras s&o muito promissoras e
podem ser exploradas para a produgao de frutos. Também apresentam intensivo uso
na medicina tradicional. Sao utilizadas no tratamento de sintomas de gripe e sinusite
(LORENZI; MATOS, 2002), também no tratamento de bronquites, asma, disenteria,
ulceras e utilizadas no controle de diabetes, além de propriedades que sao ditas
antibacterianas, antifungicas, antivirais e com efeitos antialérgicos e
anticlastogénicos (BALIGA et al, 2011; NERI-NUMA et al., 2013).

O género Eugenia compreende aproximadamente 1000 espécies, sendo que
a maioria delas apresenta ocorréncia entre o México e o Norte da Argentina e
pertencem a familia Myrtaceae (MERWE; WYK; BOTHA, 2005). No Brasil o género
apresenta 379 espécies com aproximadamente 77% deste numero endémicas
(SOBRAL et al., 2015). Mazine et al. (2014) consideram este género como um grupo
complexo taxondmico pois apresentam inumeras dificuldades na identificacdo de
suas espécies, devido principalmente a sua homogeneidade morfolégica.

Dentre as inUmeras espécies do género destaca-se Eugenia uniflora que
apresenta distribuicdo em todo o territério nacional além de Uruguai, Argentina e
Paraguai. E amplamente cultivada em regides tropicais e subtropicais devido ao seu
potencial frutifero e também em outras regides e paises, como Estados Unidos,
China e Franga, principalmente pela sua alta adaptabilidade em diferentes solos e

condigdes climaticas (CHAVES, 2013). Apresenta grande importancia ecoldgica e
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alto potencial comercial. E uma espécie importante na recomposicdo vegetal, pois
possibilita equilibrio biolégico e ecolégico (FERNANDES; PASIN, 2018). E
considerada como uma importante fonte de alimento para inumeros passaros e
mamiferos, 0s quais sao responsaveis pela dispersdo de suas sementes
(GRESSLER; PIZO; MORELLATO, 2006)

Segundo Lira Jr. et al. (2007), ainda que Eugenia uniflora apresente alta
adaptabilidade a diversos tipos de solo e climas, podendo ser cultivadas em diversas
regides do globo terrestre, o Brasil ainda € o maior produtor da fruta, sendo
Pernambuco e Bahia os estados brasileiros com maior area de pitangueiras
plantadas. A fruta possui valor comercial agregado devido sabores e aromas exoticos
e também por apresentarem carotendides, compostos fendlicos, tocoferdis e vitamina
C (OLIVEIRA et al., 2006; MORAIS et al., 2013; MIGUES et al., 2018). A polpa de
pitanga é utilizada em industrias de suco, sorvetes, geléias, licores ou comercializada
in natura ou congelada.

E. uniflora apresenta uma grande variedade de caracteristicas morfoldgicas e
fisico-quimicas demonstrada principalmente em seus frutos (DIAS et al.,, 2011;
CHAVES, 2013). Segundo Griffs e Manners (2005) a coloracéo dos frutos varia de
amarelo a vermelho intenso. Além da coloragao dos frutos outros caracteres como a
presenca e auséncia de sulcos, tamanho, acidez, concentragdo de solutos soluveis
totais e numero de sementes também sao relatados com grande variagao (LIRA Jr et
al., 2007).

2.3.2 Oleos essenciais de E. uniflora

A espécie apresenta inumeros metabdlitos secundarios com diferentes
efeitos bioldgicos (MOURA et al., 2018), entre eles antimicrobiano, antioxidante, agao
inseticida e efeito anti-helmintico. Apesar dos evidenciados efeitos, Costa et al. (2013)
relatam a necessidade de mais estudos para elucidar seus potenciais farmacologicos.

Victoria et al. (2012) demonstraram atividade antioxidante em diferentes
ensaios e também os efeitos antibacterianos e antifungicos de seus 6leos essenciais.
Outros estudos também indicaram a potencialidade dos o6leos essenciais desta
especie como fontes de substancias que podem ser isoladas pela industria
farmacéutica prescritas para o tratamento de diferentes desordens humanas
(ONGUWANDE et al., 2005; RODRIGUES et al., 2013).
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A composicdo de oOleos essenciais de folhas de pitangueiras pode estar
associada a coloragao dos frutos. Costa et al. (2010) demostraram a existéncia de
trés composi¢des distintas de acordo com o biotipo de cor dos frutos. O dleo
essencial desta espécie também apresentou uma variagcdo de compostos quimicos
quando extraidos de folhas jovens e maduras (SANTOS; BRAZ-FILHO; CASTRO,
2015). A maioria dos estudos em oleos essenciais de E. uniflora demonstram a
classe de sesquiterpenos em grande quantidade, sendo o curzereno como composto
majoritario (ONGUWANDE et al., 2005; CHANG et al., 2011; LAGO, et al., 2011;
RODRIGUES et al., 2013).

Porém, existem algumas variagdes na composigao e concentragao dos 6leos,
demonstrando grande complexidade de quimiotipos observados nesta espécie
(TABELA 2.2). Victoria et al. (2012) estudaram uma variedade de E. uniflora cujos
compostos majoritarios se tratavam de germacreno B e epoxido de
selina-1,3,7(11)-trien-8-ona. Este ultimo componente também foi observado como
majoritario por Costa et al. (2009) em plantas coletadas em estagdao Uumida na regiao
de cerrado, estado de Goias. No entanto, estes mesmos autores quando realizaram
coletas em época seca, identificaram uma variacdo na composi¢cédo do oleo essencial
das mesmas plantas, sendo que os compostos majoritarios identificados foram o
espatulenol e o éxido de cariofileno.
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2.3.3 Propagacéao de E. uniflora

A propagacao de E. uniflora se da principalmente por sementes, sendo a
alogamia a estratégia principal de reprodugao da espécie (SILVA; PINHEIRO, 2007).
A propagacgao seminal promove grande variabilidade nas caracteristicas dos frutos e
na composicao de metabdlitos secundarios, o que nao € interessante para a
implantacdo de pomares comerciais. Além disso, as sementes de E. uniflora sao
consideradas recalcitrantes, ndo toleram o dessecamento, e portanto, ndo ¢
recomendado o seu armazenamento, diminuindo drasticamente seu potencial de
germinagao (DELGADO; BARBEDO, 2007).

A propagacao assexuada da espécie pode ser uma alternativa para promover
a uniformidade dos cultivos e contornar problemas na germinagdo das sementes.
Porém, E. uniflora também apresenta dificuldades no método de propagacgao
vegetativa por estaquia, segundo Franzon et al. (2010), como na grande maioria das
espécies da familia Myrtaceae, os porcentuais de enraizamento ndo sao satisfatorios.
Tais dificuldades podem estar relacionadas com a carga genética e a idade da planta
matriz, com altos teores de compostos fendlicos e barreiras anatdbmicas
(FACHINELLO; HOFFMANN; NACHITIGAL, 2005). Por essa razao inumeros
protocolos com outras técnicas de propagacgao vegetativa tém sido pesquisados para
a fixagdo de caracteristicas agrondmicas, fitoquimicas e a obtencédo de propagulos
rejuvenescidos, como por exemplo, a enxertia (FRANZON et al., 2008; LATTUADA;
SPIER; SOUZA, 2011), a miniestaquia (PENA; ZANETTE; BIASI, 2015) e a
micropropagacao (SOUZA et al. 2008; SILVA et al., 2014).
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3 VARIABILIDADE QUIMICA DE OLEOS ESSENCIAIS DE GENOTIPOS DE
Eugenia uniflora L. E SUA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

RESUMO

Eugenia uniflora, popularmente conhecida como pitangueira, € uma Myrtaceae
neotropical com importdncia nas industrias cosmética e farmacéutica devido a
producao de Oleo essencial com atividade antioxidante. A pitangueira apresenta alta
variabilidade genética e a avaliagdo de genodtipos € necessaria para identificar
materiais genéticos com produgdo de 6leo essencial que atendam as exigéncias da
industria. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o teor, composigao e atividade
antioxidante de 6leos essenciais isolados das folhas de 36 gendtipos de pitangueiras.
Amostras de 6leo essencial foram obtidas por hidrodestilagcdo e sua composi¢cao
determinada por cromatégrafo em fase gasosa acoplado a um espectrébmetro de
massas. Uma variagcao de 0,22 a 1,68% no teor de 6leo essencial foi observada,
sendo identificados 79 compostos, com predominio de sesquiterpenos oxigenados.
De acordo com a analise de clusters dos principais compostos, seis grupos foram
identificados. A diversidade observada mostra a variabilidade genética da espécie. A
atividade antioxidante também foi afetada pela composi¢cdo dos 6leos essenciais,
variando de 176,66 a 867,57 uM TEAC (Capacidade Antioxidante Equivalente a
Trolox).

Palavras-chave:  Pitangueira. @ DPPH. diversidade genética. @ Myrtaceae.

Sesquiterpenos.

Artigo aceito nos ANAIS DA ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS (Junho/2019)
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CHEMICAL VARIABILITY OF THE ESSENTIAL OILS FROM Eugenia uniflora L.
GENOTYPES AND THEIR ANTIOXIDANT ACTIVITY.

ABSTRACT

Eugenia uniflora, popularly known as “surinan cherry tree”, is a neotropical Myrtaceae
species of importance in the cosmetic and pharmaceutical industries due the
antioxidant activity of the essential oil produced in the leaves. This plant species has
high genetic variability and the genotype evaluation is necessary to identify those with
essential oil production that meet the industry requirements. The main objective of this
work was to evaluate the yield, composition and antioxidant activity of the essential
oils isolated from leaves of 36 genotypes of “surinan cherry trees”. The essential oil
samples were obtained by hydrodistillation and its composition determined by gas
chromatograph coupled to a mass spectrometer. A variation of 0.22 to 1.68% in the
essential oil yield was observed in the genotypes and 79 compounds were identified,
with a predominance of oxygenated sesquiterpenes. According to the cluster analysis
of the major compounds, six groups were identified which shows the genetic
variability of this species. Antioxidant activity was also affected by the composition of
essential oils, ranging from 176.66 to 867.57 uM TEAC.

Keywords: Surinan cherry tree. DPPH. Genetic diversity. Myrtaceae. Sesquiterpenes.
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3.1 INTRODUGAO

Eugenia uniflora L., popularmente conhecida como pitangueira, € uma das
espécies neotropicais da familia Myrtaceae com potencial de uso nas industrias
alimenticia e cosmética.

Até recentemente a espécie vinha sendo utilizada na producédo de frutos
devido sabores e aromas exoéticos e também pelo elevado teor de polpa e valor
nutritivo. Sua polpa € utilizada em industrias de suco, sorvetes, geleias, licores ou
comercializada in natura ou congelada. Oliveira et al. (2006) relatam que o suco é
rico em vitaminas e compostos antioxidantes.

E. uniflora apresenta ductos e cavidades secretoras localizados no mesofilo
(AMSTRONG; DUARTE; MIGUEL, 2012; RETAMALES; SCHARASCHKINA, 2015;
PACHECO-SILVA; DONATO, 2016) onde sao sintetizados metabdlitos secundarios
como 6leos, resinas e compostos terpénicos (THADEO et al., 2009; STESEVIC et al.,
2016; BOMBOA et al.,, 2017). O ¢leo essencial, composto principalmente por
terpenos pode ser utilizado pelas industrias farmacéuticas e de cosméticos como
fonte de substancias a serem isoladas contra células tumorais humanas como
demonstrado por Onguwande et al. (2005), contra Leishmania amazonensis
(RODRIGUES et al.,, 2013; SILVA et al., 2018) e por apresentarem atividade
antioxidante (VICTORIA et al., 2012).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais das espécies aromaticas
apresenta grande variabilidade devido a fatores ambientais. Em E. uniflora existem
relatos de variabilidade na composi¢cao do 6leo essencial coletados em diferentes
épocas do ano, alterando a porcentagem de sesquiterpenos entre as épocas umidas
e secas (COSTA et al., 2009). A variabilidade na composi¢ao de 6leos essenciais da
espécie também variou em genotipos coletados em diferentes regides. Plantas
coletadas na cidade de Santa Helena de Goias/Goias (SILVA et al.,, 2018)
apresentaram como compostos majoritarios germacrona (8,52%) e a-selineno
(7,50%). O dleo de plantas coletadas em Crato/Ceara, foi composto principalmente
de selina-1,3,7(11)-trien-8-one (36,37%) e epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one
(27,32%) (SANTOS et al., 2018). Plantas do estado do Maranhéo, coletadas em Sao
Luiz, apresentaram como constituinte principal curzereno (47,30%) (RODRIGUES et
al., 2013).
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A variagao da composig¢ao quimica dos oleos essenciais da espécie tambéem
estda associada a carga genética e a expressao génica em diferentes tecidos,
estadios fenoldgicos e ontogenia da planta. Costa et al. (2010) estudando a
composi¢cao quimica de plantas com diferentes coloragdes de frutos, observaram
diferencas entre os biotipos, totalizando trés composi¢cdes quimicas distintas. O
composto curzereno, por exemplo, variou da ausénia em plantas cujos frutos eram
laranjas, 20,50% em plantas cujos frutos eram amarelos e 42,60% naquelas onde os
frutos eram vermelhos. Segundo Santos, Braz-flho e Castro (2015), tanto a
composicdo entre folhas jovens e maduras quanto a porcentagem de seus
compostos majoritarios podem variar. Folhas jovens apresentaram maiores
porcentagens de curzereno (22,37%) contra 16,60% em folhas maduras.
Furanodieno e germacrona também apresentaram diferengcas, o primeiro sendo
ausente em folhas maduras e o segundo em folhas jovens.

Visto a alta variabilidade observada em outros trabalhos na espécie, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o teor e a composi¢ao quimica de 6leos essenciais
de folhas de gendtipos de E. uniflora L. e verificar a influencia da composi¢céo do dleo

essencial na sua atividade antioxidante.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material vegetal

O material vegetal foi coletado em margo de 2017. Foram selecionados 36
gendtipos de 11 anos de idade, pertencentes a area de plantas medicinais e
aromaticas da Estacdo Experimental da Universidade Federal do Parana,
provenientes da germinagdo aleatdria das sementes de quatro matrizes nao
rastreadas.

A estacao esta localizada a 25°23'30” S e 49°07°30” W e 920m de altitude. O
clima da regidao é temperado umido com verdo temperado, apresenta precipitagao
anual de 1400mm, temperatura minima média de 12,5°C e temperatura maxima
meédia de 22,5°C, sendo classificado como Cfb no sistema de classificacdo climatica
de Képpen (KOPPEN, 1931).
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3.2.2 Extracao e analise dos Oleos essenciais

Um total de 400g de folhas foram secos a temperatura ambiente durante 48
horas para a extragdo do 6leo. Amostras de 6leos essenciais foram obtidas por
hidrodestilagdo em aparelho Clevenger por 4 horas em trés repeticdes, cada uma
com 100g de folhas em 1000 mL de agua destiladas. O teor de 6leo essencial foi
determinado em base de massa seca, expresso em porcentagem (% m m™).

O dleo extraido foi armazenado em freezer a -20°C até o momento da analise.
Para a identificacdo e quantificagdo dos componentes dos 6leos essenciais, as
amostras foram diluidas em hexano a uma concentragao de 1%. Uma alioquota de 1
ML desta solugdo foi injetada em um cromatégrafo gasoso acoplado em
espectrometro de massas (GC/MS) Shimadzu (2010 Plus), lotado no Departamento
de Quimica da UFPR. O injetor foi manido a 250 °C. Na separagéo dos constituintes
foi utilizado a coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) e gas hélio como
carreador (1 mL min™"). A temperatura do forno foi programada de forma crescente de
60 a 240 °C a uma taxa de 3 °C min™". A identificacdo dos constituintes quimicos foi
obtida por comparacgao de seus espectros de massas com banco de dados e também
dos seus indices de retencado linear, calculados a partir da injegdo de uma série
homdloga de n-alcanos (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963) e comparado com dados
da literatura (ADAMS, 2017). Na quantificagdo dos compostos foi utilizado um CG
com detector de ionizagcdo de chamas (DIC) nas mesmas condigbes descritas acima,
exceto pelo gas carreador utilizado, hidrogénio a 1,5 mL min™'. A composicdo
porcentual foi obtida pela integragao eletrénica do sinal do DIC pela divisao da area

de cada componente pela area total (%).
3.2.3 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos oleos essenciais via radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila) foi determinada conforme procedimento descrito por
Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995). Os d6leos essenciais foram diluidos em
metanol na propr¢ao 1:5 (20%) no volume final de 100 pL e adicionados a 3,9 mL de
solucdo de DPPH em metanol (23,66 pg mL™). A reacdo ocorreu no escuro e
temperatura ambiente por 30 min, seguida de leitura das absorbancias em
espetrofotdmetro UVIVIS Shimadzu®-1800, a 515 nm. Trolox
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(6-hidroxi-2,5,7,8-tetramethilcromo-2-acido carboxilico) foi usado como referéncia
sintética. As analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos

como capacidade antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) em pM.

3.2.4 Analises estatisticas

Para o teor de 6leo essencial e a atividade antioxidante, as variancias foram
testadas quanto a homogeneidade pelo teste de Bartlett e as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Foi utilizado o programa estatistico
ASSISTAT versao 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2016).

Para a determinacao da similaridade quimica dos gendtipos foi utilizado o
método de anadlise de cluster hierarquica pelo software R versao 3.4.1 (R CORE
TEAM, 2014) Nesta analise 15 compostos majoritarios, com porcentagem superior a

5% em pelo menos um dos gendtipos, foram utilizados (TABELA 3.2).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Teor e composigao de 6leo essencial

Entre os genotipos de E. uniflora estudados, todos apresentaram oleo
essencial. O teor variou de 0,22 a 1,68%, com média igual a 0,62% (FIGURA 3.1,
TABELA 3.1). Teores acima de 1% em média de 6leo essencial foram obtidos nos
genotipos A05, A06, A11, A15, A18, A31 e A36.

O teor médio de 6leo essencial foi superior a outros estudos realizados na
espécie. Galhiane et al. (2006) obtiveram a partir de folhas secas um teor de dleo
essencial equivalente a 0,55%. Rodrigues et al. (2013) reportaram teor de 0,30% e
Silva et al. (2018) 0,51% de teor médio de dleo essencial em E. uniflora.

Um total de 79 compostos foram identificados nas amostras de O6leos
essenciais, totalizando em média 91,43% dos compostos identificados nos genotipos.
A maioria dos constituintes sado sesquiterpenos oxigenados (TABELA 3.1), o que
também tem sido observado por outros autores (COSTA et al., 2009; GALLUCCI et
al., 2010; CHANG et al., 2011; RODRIGUES et al., 2013).
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FIGURA 3.1 - TEOR DE OLI%O ESSENCIAL DE 36 GENOTIPOS DE FOLHAS DE E. uniflora.
COEFICIENTE DE VARIACAO (CV) = 21,76%. COLUNAS COM AS MESMAS LETRAS NAO
DIFEREM ESTATISTICAMENTE PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT A 5% DE PROBABILIDADE.
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TABELA 31 - TEORES DE OLEO ESSENCIAL, COMPOSTOS IDENTIFICADOS,

MONOTERPENOS ~E  MONOTERPENOS  OXIGENADOS,  SESQUITERPENOS E
SESQUITERPENOS OXIGENADOS OBSERVADOS NOS GENOTIPOS DE E. uniflora ESTUDADOS.
MEDIAS (+ DP).

Teor de 6leo essencial (%) 0,62 (+0,34)
Compostos identificados (%) 91,43 (x 7,48)
Monoterpenos (%) 0,31 (x 0,76)
Monoterpenos oxigenados (%) 0,00 (+ 0,00)
Serquiterpenos (%) 26,05 (£ 9,17)
Sesquiterpenos oxigenados (%) 65,38 (+ 9,82)

FONTE: O autor (2019)
LEGENDA: DP = Desvio padrao.

Segundo Stefanello, Pascoal e Salvador (2011), compostos sesquiterpénicos,
predominantes na maioria das espécies da familia Myrtaceae, sdo responsaveis por
suas propriedades biolégicas. Oleos essenciais de espécies que também
apresentam tais compostos como majoritarios demonstram forte efeito antioxidante
(THEANPHONG; MINGVANISH; KIRDMANEE, 2015). Atividades antimicrobiana e
antiparasitica (LAGO et al., 2011; SOUSA et al., 2015; ARAUJO et al., 2017;

GHAZOUANI et al., 2017), agbes inibitorias no crescimento de células tumorais (LIU
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et al., 2013; ZHONG et al., 2016; PEREIRA et al., 2017) e efeitos antihipertensivos
(KUMAR et al. 2017) também séao atribuidas a esta classe de compostos.

Pela analise dos oOleos essenciais dos 36 gendtipos pelo método de analise
de clusters resultou na identificagcdo de seis grupos associados com diferentes
composic¢des quimicas (FIGURA 3.2; FIGURA 3.3).

FIGURA 3.2 - ANALISE' DE CLUSTERS BASEADA NOS PRINCIPAIS COMPOSTOS DE (')LEC)~
ESSENCIAL DE 36 GENOTIPOS DE E. uniflora, OBTIDA PELO METODO UPGMA. CORRELACAO
COFENETICA = 95,88%.
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FIGURA 3.3 - PRINCIPAIS CONSTITUINTES DO OLEO ESSENCIAL DOS SEIS GRUPOS DE
GENOTIPOS DE E. uniflora. OS VALORES SAO EXPRESSOS COMO MEDIA + DP (DESVIO

PADRAO).
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Os padrdes I, Il e IV sdo compostos por apenas um gendtipo cada. No grupo
| foram identificados como compostos majoritarios germacreno B (9,27%),
selina-1,3,7(11)-trien-8-one  (29,41%), germacrona (18,58%) e epdxido de
selina-1,3,7(11)-trien-8-one (9,07%). No grupo Ill detacaram-se os compostos
curzereno (9,18%), 7-epi-a-selineno (28,00%), &-cadineno (9,90%), epi-a-muurolol
(10,25%) e a-cadinol (16,98%). Os compostos maijoritarios curzereno (18,45%),
germacreno B (9,40%), CisH240 (12,22%), germacrona (9,15%) e furanodieno
(8,36%) foram identificados no grupo IV.

O grupo Il consiste de seis gendtipos com curzereno (7,95 — 10,05%),
germacreno B (2,18 — 11,36%), C15H240 (1,46 — 11,39%) e germacrona (36,28 —
65,03%). Trés gendtipos representam o grupo V com germacreno B (4,77 — 6,36%),
C15H240 (12,78 — 17,57%) e 7,14-anhidro-amorfa-4,9-dieno (13,65 — 22,16%) como
os constituintes majoritarios. Um total de 24 gendtipos foram incluidos no grupo VI.
Os compostos majoritarios deste grupo foram biciclogermacreno (1,39 — 8,39%),
germacreno B (8,43 — 22,71%) and C15H240 (13,60 — 46,13%).

O sesquiterpeno oxigenado C4sH24O (composto H - TABELA 3.2) foi a
primeira vez descrito na natureza. Sua estrutura quimica foi determinada por
cromatografia gasosa multidimensional seguida por ressonancia magnética nuclear
(RMN) e nominado como 6-etenil-6-metil-3,5-di(prop-1-en-2-il)cicloexen-2-1-ona
(SCIARRONE et al., 2019). A estrutura desta molécula é apresentado na Figura 3.4.

FIGURA 3.4 - ESTRUTURA QUIMICA DE

6-ETENIL-6-METIL-3,5-DI(PROP-1-EN-2-IL)CICLOEXEN-2-1-ONA, SESQUITERPENO OXIGENADO
PELA PRIMEIRA VEZ DESCRITO, IDENTIFICADO EM OLEO ESSENCIAL DE E. uniflora.

@)

CHs H

:u”///%

a1 H

H

FONTE: SCIARRONE et al. (2019)
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Esta variabilidade no teor e na composi¢cao dos Oleos essenciais observada
pode ser influénciada por mudangcas ambientais que podem alterar rotas
biossintéticas de compostos terpénicos (VERNA; SHUKLA, 2015). Porém, plantas
submetidas as mesmas condigcdes ambientais, conforme utilizadas neste trabalho,
diferenciam-se devido as suas caracteristicas genéticas.

A variabilidade no teor e na composicao dos 6leos essenciais observada nos
gendtipos pode estar relacionada a forma preferencial de reproducdo da espécie.
Segundo Silva e Pinheiro (2007), E. uniflora apresenta reproducdo sexual
intermediaria, ou seja, pode ocorrer tanto autofecundacdo quando fecundacéao
cruzada, sendo a alogamia seu principal modo de reproducédo, que é facilitada pelo
seu principal agente polinizaor, Apis mellifera (DINIZ; BUSCHINI, 2016). Assim, a

troca de material genético promove a variabilidade genética da espécie.

3.3.2 Atividade antioxidante

Os o6leos essenciais isolados de todos os 36 gendtipos de E. uniflora foram
positivos para atividade antioxidante pelo método de inibicdo do DPPH (TABELA 3.3),
com variagao de 176,66 a 867,57 uyM TEAC. Os gendtipos A05, A11 e A29, atingiram
valores acima de 800,00 uM TEAC, estatisticamente maiores que os outros genotipos.
Os trés gendtipos continham como compostos majoritarios curzereno, furanodieno e
germacrona. Estudos com espécies do género Curcuma (Zingiberaceae)
demonstraram que cada composto isolado de seus Oleos essenciais apresentaram
forte atividade antioxidante (ZHAO et al., 2010; HAMDI et al., 2015).

No entanto, gendtipos com germacrona e curzereno como compostos
principais no 6leo essencial (A18, A31 e A39) ndo possuem a mesma performance de
inibicdo do radical livre DPPH.

Nos gendtipos onde foram observados somente curzereno (A15) ou
germacrona (A06) também houve pequeno efeito sobre o radical livre. Nestes
gendtipos, outros compostos foram identificados, ndo observados e/ou possuiam
baixas porcentagens nos Oleos essenciais com alta agdo antioxidante, como
selina-1,3,7(11)-trien-8-one (A06) e 7-epi-a-selineno (A15).

Segundo Wang et al. (2008), é dificil atribuir efeito antioxidante a um ou a
poucos compostos presentes nos oleos essenciais. Oleos essenciais sdo

considerados uma mistura complexa de compostos quimicos e, portanto, a interacao
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entre eles, incluindo os compostos minoritarios, pode influenciar seus efeitos
(BOTELHO et al., 2007), demonstrando que as interagdes entre todos os compostos
presentes no oleo sdo fundamentais para sequestro do radical livre DPPH.

TABELA 3.3 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE OLEQS ESSENCIAIS EXTRAIDOS DE FOLHAS DE
DIFERENTES GENOTIPOS DE E. uniflora PELO METODO DPPH.

Gendtipos TEAC = dp (M) Genotipos TEAC = dp (M)
A02 679,69 + 54,55° A20 464,54 + 60,53"
A03 516,05 + 72,73' A21 655,45 + 41,99"
A04 461,51+ 54,55' A22 552,42 + 48,10°
AO5 867,57 + 20,99° A25 509,99 + 20,99'
AO6 231,21 + 27,77° A27 491,81 + 20,99'
A07 582,72 + 20,99° A28 643,33 + 72,73°
A08 576,66 + 45,76° A29 843,33 + 26,76°
A09 606,96 + 65,66° A30 503,93 63,85
A10 576,66 + 41,99° A31 546,36 + 75,70°
A11 861,51 + 26,96° A32 716,05 + 62,98°
A12 764,54 + 27,77° A33 697,87 + 18,18°
A13 643,33 + 65,56" A34 570,60 + 36,36°
A14 497,87 + 5,33 A35 655,45 + 63,85°
A15 176,66 + 41,99° A36 588,78 + 72,73°
A16 643,33 + 48,10° A37 740,30 + 55,55°
A17 734,24 + 18,18° A38 516,05 + 48,10'
A18 522,12 + 10,50' A39 782,72 + 27,77°
A19 709,99 + 45,76° A40 464,54 + 60,53"

FONTE: O autor (2019)

NOTA: Valores expressos em TEAC (Capacidade antioxidante equivalente a Trolox) + dp (desvio
padrao) em uM. As letras semelhantes nao diferem estatisticamente pelo teste de Scott-knott ao nivel
de 5% de probabilidade. Coeficiente de variagéo (CV) = 8,27%.

3.4 CONCLUSOES

® E observada nos gendtipos de E. uniflora grande variabilidade no teor e na
composicao de 6leo essencial de suas folhas;

® Seis grupos sao identificados de acordo a composigdo quimica, sendo
selina-1,3,7(11)-trien-8-one, epdxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one, curzereno,
germacrona, 7-epi-a-selineno, furanodieno, 7,14-anhidro-amorfa-4,(7)-dieno e
6-etenil-6-metil-3,5-di(prop-1-en-2-il)cicloexen-2-1-ona os compostos principais
que influenciam na separagéo dos grupos;

® Maioria dos compostos dos O6leos essenciais identificados em E. uniflora, no

presente trabalho, sdo sesquiterpenos;
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® A atividade antioxidante é influenciada pela composicdo dos d6leos essenciais
estudados;

® As diferengas na atividade antioxidante entre os 36 gendtipos € decorrente da
interagdo sinérgica ou antagbnica dos compostos presentes nos seus Oleos
essenciais;

® A variabilidade da composicao dos 6leos essenciais e a amplitude no efeito
antioxidante reforga a necessidade no controle de qualidade dos 6leos usados

nas industrias farmacéutica e cosmética.
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4 TEOR, COMPOSIGAO E ATIVIDADES BIOLOGICAS DO OLEO ESSENCIAL DE
Eugenia uniflora L. EM FUNGAO DA SAZONALIDADE

RESUMO

A variabilidade de composicado quimica de 6leos essenciais pode ser influenciada por
fatores abidticos, como temperatura, precipitacédo, radiacdo solar e composi¢ao do
solo, e pode ter influéncia direta nas suas atividades biologicas. O objetivo deste
trabalho foi verificar a influéncia sazonal no teor, na composicdo, atividades
antioxidante e antibacteriana do 6leo essencial de Eugenia uniflora. As coletas foram
realizadas em outubro de 2017 e margo, maio e agosto de 2018. A extracédo de oleo
essencial foi realizada por hidrodestilagdo e sua composi¢cdo determinada em
cromatégrafo em fase gasosa acoplado em espectrometro de massas. O teor de
Oleo essencial foi menor no inverno (agosto/2018), 1,04%. A composig¢do do dleo
essencial nas diferentes estagcdes nao teve alteragdo em relagdo aos compostos,
diferenciando-se somente nas quantidades destes. O composto principal é
germacrona. Sua porcentagem foi maior na primavera (48,05%) e verao (45,00%). A
atividade antioxidante pode ter sido influenciada pelas maiores porcentagens de
germacrona, com melhores valores de concentragao inibitéria (ICsp) no verao (0,62
mg mL™") seguido pela primavera (0,98 mg/mL). Os dleos essenciais de E. uniflora
testados possuem atividade antibacteriana de moderada a fraca e foram mais
eficientes contra Escherichia coli quando comparados com os resultados obtidos com
outras espécies de bactérias.

Palavras-chave: Pitangueira. Atividade bactericida. DPPH. Germacrona.
Sesquiterpenos.
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YIELD, COMPOSITION AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF Eugenia uniflora L.
ESSENTIAL OIL AS A FUNCTION OF SEASONALITY

ABSTRACT

The chemical composition of essential oils can be affected by many abiotic factors
such as temperature, precipitation, solar radiation and soil compositions. which in
turns affect its biological activities. The objective of this work was to evaluate the
seasonal influence on the yield and composition and the antioxidant and antibacterial
activities of Eugenia uniflora essential oil. The plant material was collected in October
2017 and March, May and August 2018. The extraction of essential oil was performed
by hydrodistillation and its composition determined by gas chromatograph coupled to
mass spectrometer. The lowest essential oil yield was observed in winter (August /
2018). The essential oil composition did not change during the seasons but differed in
its amount. . Germacrone was the main compound and its ercentage was higher in
spring (48.05%) and summer (45.00%). The antioxidant activity may have been
related to higher percentages of germacrone, with better inhibitory concentration
(IC50) values in summer (0.62 mg mL™) followed by spring (0.98 mg mL™"). The E.
uniflora essential oils tested had moderate to weak antibacterial activity and were
more efficient against Escherichia coli when compared to the other bacterial species.

Keywords: Surinan cherry tree. bactericidal activity. DPPH. Germacrone.
Sesquiterpenes.
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4.1 INTRODUCAO

Metabdlitos secundarios de plantas aromaticas e medicinais, como
compostos fendlicos e compostos terpénicos, apresentam atividades antimicrobiana
(RONGAI et al., 2017; MOSTAFA et al., 2018), anti-inflamatéria (SHAZHNI; RENU;
VIJAYARAGHAVAN, 2018), biocida (ANESE et al., 2018; PINTO et al., 2018) e
antioxidante (BENABDALLAH; ZELLAGUI; DEMIRTAS, 2017; DIT et al.,, 2017).
Segundo Chaves et al. (2017), fatores edafoclimaticos, como pluviosidade,
luminosidade, temperatura, radiacado solar e composi¢ao do solo, podem afetar o teor
e a composicdo destes produtos do metabolismo secundario vegetal e
consequentemente afetam a eficiéncia de suas propriedades bioldgicas.

O efeito de fatores abioticos sobre o teor e a composicao de 6leos essenciais
tem sido demonstrado em diversos trabalhos. Alteragdes no teor e na composi¢ao de
Oleos essenciais de espécies do género Leptospermum (Myrtaceae) foram
demonstradas por Demuner et al. (2011) quando coletas ocorreram em estacgdes
secas e chuvosas. Mudangas na composi¢gdo de compostos terpénicos também
foram observadas em plantas coletadas em diferentes meses do ano (SMITHA,;
TRIPATHY, 2014; GASPARETTO et al., 2017). Segundo Carvalho-filho et al. (2006)
e Nascimento et al. (2006) as alteragdes no teor e na composicdo de compostos
secundarios também podem ser verificadas durante o horario de coleta do material
vegetal. Tais alteragbes foram observadas em Ocimum basilicum (Lamiaceae) e
Andropogum sp. (Poaceae), respectivamente, durante o decorrer do dia. Para Morais
(2009), essas variacbes podem ser atribuidas, principalmente, as alteracdes de
temperatura.

Dhouioui et al. (2016) e Bezerra et al. (2017) também observaram em
Aristolochia longa (Aristolochaiceae) e Plectranthus amboinicus (Lamiaceae),
respectivamente, a influéncia de fatores abidticos na composicdo de seus 6leos
essenciais coletados em diferentes estagbes. As mudangas observadas foram
capazes, segundo os autores, de influenciar as atividades biologicas testadas.

Eugenia uniflora, Myrtaceae com ocorréncia em toda a América do Sul, é
uma potencial espécie de utilizagcdo na industria cosmética. Seu 6leo essencial é
utilizado como antioxidante natural e também apresenta atividade antibacteriana
(VICTORIA et al., 2012). A maioria dos compostos identificados no oleo essencial da

espécie € de sesquiterpenos. Segundo Stefanello, Pascoal e Salvador (2011), estes
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compostos sao o0s principais responsaveis pelas atividades biologicas descritas para
0 Oleo essencial da espécie. Porém, existem muitos relatos de diferentes
composicoes do o6leo essencial da espécie que podem ser atribuidos a sua
variabilidade genética. No entanto, esta diversa composicdo também pode ser
decorrente de mudangas sazonais, como observadas por Costa et al. (2009).
Portanto o objetivo deste trabalho foi verificar a melhor época de coleta de
folhas de E. uniflora, para se obter maior teor de 6leo essencial, identificar a

influéncia sazonal na sua composicao e nas atividades antioxidante e antibacteriana.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material vegetal

Folhas de Eugenia uniflora foram utilizadas na avaliagdo do efeito da
sazonalidade no teor, composigao e atividades antioxidante e antibacteriana de seus
Oleos essenciais. O gendtipo A05 utilizado é parte da colegao de pitangueiras da area
experimental de plantas medicinais da Universidade Federal do Parana, no municipio
de Pinhais - PR. A area esta localizada entre as coordenadas 25°23’30” S e
49°07°30” W e a 920m de altitude. O clima da regido € temperado umido com verao
temperado, apresenta precipitacdo anual de 1400mm, temperatura minima média de
12,5°C e temperatura maxima média de 22,5°C, sendo classificado como Cfb no
sistema de classificacéo climatica de Képpen (KOPPEN, 1931).

As coletas foram realizadas em outubro de 2017 (Primavera), marco de 2018

(Verao), maio de 2018 (Outono) e agosto de 2018 (Inverno).
4.2.2 Extracao e analise de Oleo essencial

Para extragcédo dos 6leos essenciais foram coletados cerca de 400g de folhas.
O material vegetal foi previamente seco em temperatura ambiente por 48 horas. A
extragdo dos Oleos essenciais foi realizada por hidrodestilagdo em aparelho
Clevenger por quatro horas em trés repetigcdes, cada uma com 100g de folhas com
1000 mL de agua destilada. O teor de dleo essencial foi determinado em base de

massa seca, expresso em porcentagem (% m m'1).
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As amostras de 6leos essenciais foram armazenadas em freezer a -20°C até
o momento de analise. Para identificacdo e quantificagado dos componentes dos 6leos
essenciais as amostras foram diluidas em hexano chegando a uma concentragéo de
oleo igual a 1%. Uma aliquota de 1 pL desta solucédo foi injetada em cromatografo
gasoso acoplado em espectrometro de massas (CG/EM) Shimadzu (2010 Plus),
lotado no Departamento de Quimica da UFPR. O injetor foi mantido a 250 °C. Na
separacgao dos constituintes foi utilizada a coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25mm x
0,25um) e gas hélio como carreador (1 mL min™). A temperatura do forno foi
programada de forma crescente de 60 a 240°C a um taxa de 3°C min”. A
identificacdo dos constituintes quimicos foi obtida por comparacao de seus espectros
de massas com banco de dados e também dos seus indices de retencgao linear,
calculados a partir da injecao de uma série homoéloga de n-alcanos (VAN DEN DOOL,;
KRATZ, 1963) e comparados com dados da literatura (ADAMS, 2017). Na
quantificagcdo dos compostos foi utilizado um CG com detector DIC (ionizagdo de
chamas) nas mesmas condicbes descritas acima, exceto pelo gas carreador,
hidrogénio a 1,5 mL min”. A composicado porcentual foi obtida pela integracao
eletrénica do sinal do DIC pela divisdo da area de cada componente pela area total
(%).

4.2.3 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos Oleos essenciais via radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi determinada conforme procedimento de Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995). Os 6leos foram diluidos em cinco concentragdes (100, 500,
1000, 2000 e 3000 ug mL™") em metanol no volume final de 100 uL e adicionados a
3,9 mL de solucdo de DPPH em metanol (23,66 ug mL™"). A reacéo ocorreu no escuro
em temperatura ambiente por 30 min, seguido de leitura das absorbancias em
espectrofotometro UV/VIS Shimadzu®-1800, a 515 nm.

Os resultados foram expressos como ICs (mg mL™), que corresponde a dose

necessaria para causar 50% inibicdo do DPPH.
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4.2 .4 Atividade antibacteriana

O método de microdiluicdo em micro-placas de 96 pocos (CLSI, 2012) foi
utilizada para determinar a concentracéo inibitéria minima (CIM) dos 6leos essenciais
para a atividade antibacteriana. Trés cepas bacterianas foram utilizadas, duas GRAM
negativas (Escherichia coli - ATCC 11775 e Pseudomonas aeruginosa - ATCC 13388)
e uma GRAM positiva (Staphylococcus aureus - ATCC 6538). A concentragédo de
bactérias em cada pogo da microplaca foi de 5 x 10° unidades formadoras de coldnia
por mililitro (UFC mL™).

As amostras de 6leos essenciais foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO)
nas seguintes concentragdes: 0,97; 1,95; 3,90; 7,81; 15,12; 31,25; 62,50; 125,00;
250,00; 500,00; 1000,00 e 2000,00 pg mL™". Apods a inoculagao as placas foram
incubadas em estufa a 36°C durante 48h. Cada teste de concentracio foi realizado
em triplicata. Decorrido o periodo de incubacéo foram depositados em todos os pogos
50 uL de solugéo aquosa a 0,1% de cloreto de trifenil tetrazdlio (TTC) e as placas
re-incubadas por um periodo de 2h. A CIM foi definida como a concentragdo minima
da amostra que inibiu o crescimento visivel, tal como indicado por coloragdo TTC. A
coloragao vermelha do meio indica atividade respiratoria das bactérias (CLSI, 2012).
Como referéncia foi utilizado o antibiotico Cloranfenicol (0,12; 0,24; 0,48; 0,97; 1,95;
3,90; 7,81; 15,60; 31,25; 62,50; 125,00 e 250 ug mL™).

4.2.5 Analises estatisticas

O teor de dleo essencial, a quantidade de sesquiterpenos e a atividade
antioxidante foram testadas quanto a homogeneidade pelo teste de Bartlett e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Foi utilizado o programa
estatistico ASSISTAT versao 7.7. (SILVA; AZEVEDO, 2016).

Para a determinacdo da similaridade quimica entre as datas de coleta foi
utilizado o método de anadlise de cluster hierarquica (HCA) pelo software R verséo
3.41 (R CORE TEAM, 2014). Nesta analise 11 compostos maijoritarios, com
porcentagem superior a 1% em pelo menos uma das datas de coleta foram utilizados
(TABELA 3.1).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Teor e composicao do 6leo essencial

Os o6leos essenciais de folhas secas de E. uniflora coletadas nas estagdes de
primavera, verdao, outono e inverno renderam, respectivamente, 1,27%, 1,15%,
1,37% e 1,04% (FIGURA 4.1). Os resultados obtidos corroboram com outros
trabalhos realizados de avaliagao da influéncia da sazonalidade no teor de 6leos
essenciais. Segundo Costa et al. (COSTA et al., 2009), o teor de 6leo essencial de
Eugenia uniflora apresentou um decréscimo em estagao seca (0,2%) em relagdo a
estagdo mais chuvosa (0,3%), resultados também observados em espécies do
género Mentha (Lamiaceae) por Hussain et al. (2010). Menores teores de dleo

essencial foram encontrados na estacao de inverno em comparacdo com o verao.

FIGURA 4.1 - TEOR MEDIO DE OLEO ESSENCIAL NAS QUATRO ESTAGOES (PRIMAVERA,

VERAO, OUTONO E INVERNO) DE E. uniflora. COEFICIENTE DE VARIAGAO (CV) = 10,19%.

MESMAS LETRAS NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE PELO TESTE DE TUKEY A 5% DE
PROBABILIDADE.

a
ab
I b

Primavera Verao Outono Inverno

N N -
N ~ »
I I J

-
o
1

o
(o]
1

Teor de Oleo Essencial (%)
o o
ES re)

o
N
1

o
o

FONTE: O autor (2019)

Foram identificados nos 6leos essenciais extraidos nas quatro estagdes um
total de 44 compostos, representando 93,94% no 6leo obtido na primavera, 91,91%
no verao, 91,86% no outono e 90,98% no inverno. Sesquiterpenos é a classe de

compostos terpénicos mais representativa nos 6leos essenciais de E. uniflora obtidos.
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No inverno foi observada a menor quantidade destes compostos (TABELA 4.1 e
FIGURA 4.2). Os principais constituintes do 6éleo essencial encontrados em todos os
oleos analisados foram curzereno (7,73 — 10,14%), germacreno B (6,17 — 7,95%),
6-etenil-6-metil-3,5-di(prop-1-en-2-il)cicloexen-2-1-ona (9,39 — 10,56%) e germacrona
(41,15 — 48,05%). Nos resultados apresentados € possivel verificar quantidades
diferentes em alguns compostos dependendo da estagdo do ano, porém a

composicéo é praticamente inalterada.

FIGURA 4.2 - VARIACAO NA QUANTIDADE DE SESQUITERPENOS NOS OLEOS ESSENCIAIS DE
E. uniflora NAS DIFERENTES ESTAGCOES DE COLETA. COEFICIENTE DE VARIAGAO (CV) =
0,28%. LETRAS IGUAIS NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE PELO TESTE DE TUKEY A 5% DE
PROBABILIDADE.
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FONTE: O autor (2019)

Alteracdes no teor e na composicdo de Oleos essenciais sao relatadas
relacionando a variagao de condicbes ambientais onde as espécies se encontram.
Segundo Morais (2009), intensidade luminosa, disponibilidade de agua e variagcao de
temperatura podem causar mudangas metabdlicas promovendo o maior ou menor

acumulo de compostos secundarios.
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Mudancas no teor e na composicao de 6leos essenciais podem ser efeito de
estadios fenoldgicos, visto que muitas vezes as rotas metabdlicas podem ser
direcionadas ao crescimento vegetal durante o estadio vegetativo em relagéo ao de
plantas em floragéo e frutificagdo (SALEMA et al., 2018). O teor de 6leo também esta
diretamente relacionado ao incremento da produgao de fitomassa (MORAIS, 2009),
estagcdes como verdo e primavera proporcionam maior fitomassa e portanto maior
teor de 6leo essencial. Além disso, os maiores teores de compostos terpénicos
podem estar envolvidos com periodos de maior atividade de polinizadores (MAFFEI,
2010), uma vez que estes compostos apresentam papel importante em interagoes
ecoldgicas entre planta-polinizador.

Os compostos terpénicos também apresentam outras fungdes bioldgicas
importantes, como atividade antibacteriana, antifungica e inseticida (BONFIM et al.,
2015; ZHANG et al., 2016; ANESE et al., 2018). Por essa razdo é possivel
verificar aumento de biossintese de compostos, responsaveis por tais acdes, em
épocas do ano que as plantas estejam mais suscetiveis a estes organismos. A
proliferacdo de bactérias e de fungos se da principalmente em épocas do ano mais
quentes e umidas assim como maior agao de insetos herbivoros.

Segundo Stefanello, Pascoal e Salvador (2011), compostos sesquiterpénicos
podem ser os principais responsaveis pela acgao biologica de 6leos essenciais de
plantas da familia Myrtaceae. No presente trabalho foi possivel verificar maior
concentragao destes compostos na primavera, seguida pelo verao e outono (FIGURA
4.2). Os dados de temperatura e precipitacdo (FIGURA 4.3) mostram que as coletas
realizadas em outubro/2017 e margo/2018 apresentaram maiores valores. Durante o
outono (maio/2017) ocorreu reducao de valores destas variaveis, porém a quantidade
de sesquiterpenos é estatisticamente similar as concentragcdes de verao, que pode
ser explicada pela proximidade de coleta entre estas duas estagdes. Na primavera
aléem de altas temperaturas e precipitagdo, € possivel que o aumento de
concentragdo de sesquiterpenos possa estar associado com o estadio fenoldgico da
espécie, pois E. uniflora apresenta floragado iniciada em setembro e portanto maior

interacao entre planta-polinizador é necessaria.
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FIGURA 4.3 - ACUMULADO DE PRECIPITACAO (mm) E MEDIA DAS TEMPERATURAS MAXIMAS,
MEDIAS E MINIMAS (°C) AO LONGO DO PERIODO DE ESTUDO NO LOCAL DE COLETA.
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A analise hierarquica de clusters (HCA) separou os 6leos essenciais de E.
uniflora em trés grupos distintos (FIGURA 4.4). Amostras de inverno e outono
apresentaram maiores semelhancgas entre si, nestes 6leos € possivel verificar altas
concentragdes de curzereno, 10,14% e 9,22%, respectivamente, diferenciando-as
das amostras de primavera (7,73%). Outro cluster é formado pela amostra de
primavera. Esta amostra pode ser separada dos outros grupos por concentragoes
diferenciadas de germacrona (48,05%). A amostra de verdo compde o terceiro cluster.
Oleos provenientes de folhas coletadas nesta estacdo apresentam concentracdes da
maioria de seus compostos majoritarios semelhantes as concentragdes observadas

nas amostras de outono e inverno, com excecéo de germacrona (45,00%).
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FIGURA 4.4 - ANALISE DE CLUSTERS DOS PRINCIPAIS CONSTITUINTES DE OLEO ESSENCIAL
DE FOLHAS DE E. uniflora COLETADAS NAS QUATRO ESTACOES ENTRE 2017 E 2018.
CORRELACAO COFENETICA (CC) = 74,50%.
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FONTE: O autor (2019)

4.3.2 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais de E. uniflora, coletados em
diferentes estag¢des do ano, foi determinada pelo teste de DPPH. Os resultados foram
apresentados em valores de ICs, € variaram entre 0,62 e 2,73 mg mL™" (TABELA 4.2).
O dleo essencial coletado no verao foi 0 que apresentou maior atividade antioxidante
em relagdo as demais coletas e também aos resultados obtidos por Victoria et al.
(2012), que obtiveram ICso igual a 0,83 mg mL™". Apesar da menor atividade
antioxidante que a coleta de verao, o 6leo coletado na primavera, quando comparado
aos coletados no outono e inverno sao mais eficientes quanto ao sequestro do radical
livre DPPH.

TABELA 4.2 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE OLEO ESSENCIAL DE E. uniflora, COLETADOS EM
DIFERENTES ESTACOES DO ANO PELO METODO DE SEQUESTRO DE DPPH.

Estagdes

ICso (Mg mL™) Primavera Veréo Outono Inverno

0,98 0,62° 2,73 2,01

FONTE: O autor (2019)

NOTA: Resultados seguidos pela mesma letra ndo diferenciam estaticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de variagao (CV) = 30,80

LEGENDA: IC5, = Concentracao de inibicdo de 50% do radical livre DPPH.
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No presente trabalho, a maior concentragdo do composto germacrona em
coletas de primavera (48,05%) e verao (45,00%) pode ser responsavel pela maior
atividade antioxidante observada nestas amostras quando comparadas as amostras
de outono e inverno. Germacrona, sesquiterpeno oxigenado, € relatado como
composto altamente antioxidante, sendo capaz de captura e inativacdo de radicais
livres. Entre os compostos majoritarios de Curcuma aeruginosa foram relatadas altas
concentragdes de germacrona (THEANPHONG; MINGVANISH; KIRDMANEE, 2015).
Segundo os autores, este composto € responsavel pela forte atividade antioxidante

do dleo essencial da espécie.

4 .3.3 Atividade antibacteriana

Os valores de CIM obtidos para o 6leo essencial de E. uniflora nas diferentes

estacdes contra P. aeruginosa, E. coli e S. aureus sao mostrados na TABELA 4.3.

TABELA 4.3 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE OLEOS ESSENCIAIS DE E. unifiora E
CLORANFENICOL PELO METODO DE MICRODILUICAO. OS RESULTADOS SAO
APRESENTADOS COMO CIM EM g mL™".

Espécies Estagoes Cloranfenicol
Primavera Verao Outono Inverno
P. aeruginosa > 2000 > 2000 > 2000 > 2000 125
E. coli 1000 1000 1000 1000 4
S. aureus 2000 2000 1000 1000 8

FONTE: O autor (2019)

Os resultados demonstram que os 6leos essenciais de E. uniflora testados
apresentaram atividade antibacteriana de moderada a fraca, segundo classificagao
de Aligianis et al. (2001) para produtos vegetais, que leva em consideragdo os
valores de CIM (Forte: CIM abaixo de 500 ug mL™; Moderada: CIM entre 600 e 1500
ug mL"; Fraca: CIM acima de 1600 uyg mL™"). Os dleos essenciais testados foram
mais eficientes contra Escherichia coli, em todas as estacdes (1000 ug mL™), quando
comparados com os resultados obtidos com as outras espécies de bactérias.

Pseudomonas aeruginosa sofreu o menor efeito do 6leo essencial de E.
uniflora. A maior concentracao de 6leo essencial utilizada neste experimento nao foi

capaz de impedir seu crescimento. Segundo Langeveld, Veldhuizen e Burt (2014),
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muitas bactérias apresentam tolerancia intrinseca aos componentes de O6leos
essenciais, fato que pode ser atribuido aos resultados obtidos.

A acdo dos O6leos essenciais sobre microrganismos esta diretamente
relacionada a sua composicdo. Muitos dos compostos dos 6leos essenciais sao
reconhecidamente lipofilicos e esta caracteristica os permitem atacar membranas
celulares, perturbando suas estruturas, tornando-as permedaveis, além de agirem
sobre proteinas de membrana e na coagulagao do citoplasma (BURT, 2004; CALO et
al., 2015; SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

Outro fator importante que determina acgao antibacteriana dos O6leos
essenciais € a interacao entre os seus diferentes compostos. Essa interacdo pode
ser de sinergismo ou antagonismo (BURT, 2004). Portanto, os resultados observados
em S. aureus onde a acao do 6leo de E. uniflora foi distinta entre as estacdes de
inverno/outono e primavera/verao, podem ser decorrente destas interacbes. A
composicao dos Oleos permaneceu praticamente inalterada, porém as quantidades
destes compostos sofreram alteragbes durante as épocas de coleta. Segundo Burt
(op. cit.) ndo apenas a composicao € responsavel pela modulagado de sua atividade

bioldgica, mas também as quantidades destes compostos influenciam os resultados.

4.4 CONCLUSOES

® Diferencas entre as estagbes do ano (primavera, verdo, outono e inverno) sao
capazes de interferir no teor e na composi¢ao (quantitativa) de éleos essenciais
de E. uniflora;

® Durante o inverno, com baixas temperaturas e precipitagcdo, sdo observados os
menores médias de teores de 6leo essencial e de sesquiterpenos;

® As menores porcentuais de germacrona sao obtidas nas coletas de outono e
inverno;

® O composto germacrona, sesquiterpeno oxigenado, pode ser responsavel pela
atividade antioxidante do 6leo essencial testado;

® A atividade antibacteriana do 6leo essencial de E. uniflora é considerado entre
moderada e fraca;

® A variacdo na quantidade dos compostos e a interacdo entre eles pode ser

responsavel pelas diferengas observadas na atividade antibacteriana.
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5 PROPAGAGCAO VEGETATIVA DE Eugenia uniflora POR ESTAQUIA:
SUBSTRATO, EPOCA DE COLETA, ACIDO INDOLBUTIRICO E METODOS DE
REJUVENESCIMENTO

RESUMO

Eugenia uniflora € uma espécie que apresenta grande variabilidade fitoquimica,
devido principalmente ao seu modo de reprodugao, a alogamia. Essa variabilidade
inviabiliza a formagéo de cultivos comerciais. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar diferentes condicbes na propagacado vegetativa por estaquia da espécie.
Nesta avaliagdo foram utilizados diferentes tipos de substratos (Tropstrato®,
vermiculita e areia), diferentes concentragdes de acido indolbutirico, métodos de
rejuvenescimento (poda drastica e miniestaquia) e diferentes épocas de coleta
(inverno, verdo, outono e inverno) dos propagulos. Nos resultados a maior
porcentagem de enraizamento e qualidade do sistema radicial em estacas foram
observados em substrato comercial Tropstrato® e que sofreram algum método de
rejuvenescimento. Entre os métodos de rejuvenescimento aplicados a espécie, a
miniestaquia se foi mais eficiente, alcangando quase 50% de enraizamento, quando
coletadas no verdo. Estacas provenientes de plantas matrizes que nao sofreram
nenhum tipo de rejuvenescimento, independente da época de coleta, nao enraizaram.
Nao foram observadas alteragcdes anatdbmicas entre estacas provenientes de material
rejuvenescido e nao rejuvenescido. A aplicagao de IBA nao influenciou no acréscimo
de estacas enraizadas, portanto n&o se recomenda sua aplicagao.

Palavras-chave: Pitanguerira. IBA. cofatores de enraizamento. Sazonalidade.
anatomia.
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Eugenia uniflora SEEDLING PRODUCTION BY CUTTING: SUBSTRATE,
COLLECTION SEASON, AUXINE AND REJUVENATION METHODS

ABSTRACT

Eugenia uniflora is a species that presents great phytochemical variability which
makes the cultivation of this commercial crop unfeasible. Therefore, the objective of
this work was to develop a protocol for vegetative propagation of Eugenia uniflora by
stem cuttings. Substrates (Tropstrato®, vermiculite and sand), indolbutyric acid
concentrations, rejuvenation methods (drastic pruning and minicutting) and
harvesting times (winter, summer, autumn and winter) of the stems were compared.
The highest rooting percentage and quality of the root system in cuttings were
obtained when commercial substrate Tropstrato® and with some method of
rejuvenation were used. The minicutting was was more efficient, reaching almost 50%
of rooting when collected in summer . Stem cuttings from plants that did not undergo
any kind of rejuvenation, regardless of the time of collection, did not result in root
formation. No anatomical changes were observed between cuttings from rejuvenated
and non-rejuvenated plant material. The treatment of the stem cuttings with IBA did
not result in increase of rooting, therefore the use of this plant regulator is not
recommended.

Keywords: Surinan cherry tree; IBA; Rejuvenation; Seasonality; Substrate.
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5.1 INTRODUGAO

Eugenia uniflora € uma espécie com grande potencial econémico devido ao
seu potencial frutifero (CHAVES, 2013). Nos ultimos anos tem despertado grande
interesse, principalmente por apresentar em seus frutos e folhas, metabdlitos
secundarios com acdes antioxidantes, antibacterianas, antifungicas, inseticida e
anti-helmintica (MOURA et al., 2018), que impulsiona o seu uso, principalmente,
pelas industrias farmacéutica e cosmética.

A espécie apresenta grande variabilidade na composicdo de bioativos,
devido sua principal forma de propagacgao, a seminal. A propagagao sexuada ou por
sementes promove segregacao de caracteristicas da planta (MOURA et al., 2007), o
que dificulta a sele¢ao de plantas candidatas a formacdo de pomares comerciais.
Com isso, técnicas de propagagao assexuada constituem alternativa para promover
a uniformidade de caracteristicas fisico-quimicas da espécie.

A estaquia convencional e suas técnicas derivadas, como miniestaquia, séo
as mais utilizadas, devido ao seu baixo custo, por ndo necessitarem de mao de obra
especializada, além de promover em grande quantidade de mudas de boa qualidade
em menor tempo. Nessas metodologias sdo destacados segmentos, estacas, da
planta matriz, que sédo estimulados a formarem raizes adventicias (HARTMANN et al.,
2002). Porém, a formacéao de raizes a partir de estacas é influenciada por diversos
fatores internos e externos e suas interagdes (LATTUADA; SPIER; SOUZA, 2011).

Segundo Hartmann et al. (2002), o substrato apresenta papel fundamental no
enraizamento de estacas e na qualidade das raizes. Suas caracteristicas
fisico-quimicas podem influenciar positiva ou negativamente. A Porosidade influencia
na maior aeragao e na retencido de agua, as quais permitem a manutencdo do
processo de respiracao, fundamental para iniciacao e desenvolvimento das raizes, e
impede o dessecamento da base da estaca.

Os reguladores vegetais, como o acido indolbutirico (IBA), estimulam o
enraizamento adventicio em propagulos. A acédo destes reguladores e a
concentracao utilizada dependem da espécie e do estadio de maturagado da planta
matriz e do propagulo (WENDLING; XAVIER, 2005). As auxinas estimulam o
surgimento de primordios radiciais a partir de regides meristematicas, sejam elas ja
existentes ou provenientes da desdiferenciacdo de células especializadas (TAIlZ;
ZEIGER, 2009).
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A facilidade no enraizamento de estacas também pode ser influenciada pela
época de coleta do material. Segundo Emer, Schaffer e Fior (2018), as variagdes nas
condigbes ambientais nas diferentes estagdes do ano podem alterar a fisiologia e o
equilibrio hormonal da planta matriz, fatores estes que influenciam no enraizamento
dos propagulos. Além disso, materiais coletados em épocas com maior crescimento
vegetativo, geralmente apresentam-se mais herbaceos, favorecendo o aparecimento
de raizes adventicias (HARTMANN et al., 2002). A fenologia da espécie, que esta
relacionada a sazonalidade, também apresenta influéncia nas taxas de enraizamento.
A correlagao entre o enraizamento e o estadio fenolégico pode estar associada com a
disponibilidade de reservas. Em épocas de florescimento e frutificagao tais reservas
sdo direcionadas mais a manutengao de estruturas de reproducdo (BRAGA et al.,
2006; SILVA et al., 2012).

Outro fator determinante no método de estaquia € a idade das plantas
matrizes. Plantas matrizes maduras geralmente apresentam maiores dificuldades de
enraizamento de estacas. Segundo Dias et al. (2012), as caracteristicas fisiologica,
anatdbmica e bioquimica destas plantas matrizes se apresentam de maneira
diferenciada de plantas matrizes juvenis. Materiais adultos apresentam maior
concentracido de inibidores e menor de cofatores quando comparados aos materiais
jovens. Materiais adultos também podem apresentar barreiras anatébmicas como
fibras e esclereides que impedem a emissao de raizes adventicias. Uma forma de
minimizar o efeito destas caracteristicas presentes em plantas adultas é tornar este
material maduro em juvenil (rejuvenescimento). No rejuvenescimento podem ser
utilizadas algumas técnicas, entre elas a poda drastica e miniestaquia seriada (PENA;
ZANETTE; BIASI, 2015a; PENA; ZANETTE; BIASI, 2015b).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as diferentes técnicas para enraizamento
de estacas de Eugenia uniflora, utilizando diferentes tipos de substrato,

concentragdes de IBA, épocas de coleta e métodos de rejuvenescimento.

5.2 MATERIAL E METODOS

O material utilizado nos experimentos 1, 2 e 3 foi coletado na area de
plantas medicinais da Estacdo Experimental da Universidade Federal do Parana, no
municipio de Pinhais - PR, de plantas com idade que variaram entre 10 e 12 anos de

acordo com o ano de coleta (2016, 2017 e 2018). Esta regido esta localizada a
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25°23’30” S € 49°07°30” W e 920m de altitude. O clima é temperado umido com verao
temperado, apresenta precipitagao anual de 1400mm, temperatura minima média de
12,5°C e temperatura maxima meédia de 22,5°C, sendo classificado como Cfb no
sistema de classificagéo climatica de Képpen (KOPPEN, 1931).

As estacas e miniestacas foram confeccionadas com 8cm e 5 cm de
comprimento, respectivamente, sendo mantidas duas folhas pela metade na porcao
apical, sendo realizada na base da estaca corte em bisel e reto na porgao apical.

As estacas foram imersas em solugdes hidroalcodlicas (50%) de &acido
indolbutirico (IBA) por 10 segundos.

Nos experimentos 2, 3 e 4 as estacas foram plantadas em tubetes de 53 cm?
de polipropileno contendo substrato comercial (Tropstrato®).

Em todos os experimentos as estacas foram mantidas por 120 dias em casa
de vegetacao. Nos experimentos 1, 2 e 3 as estacas foram mantidas na casa de
vegetacdo do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias
Agrarias, com irrigagao intermitente (entre 8 e 19h - aspersdo por 15 segundos a
cada 30 minutos; e entre 19 e 8h - aspersao por 15 segundos a cada 3 horas). O
experimento 4 foi conduzido em casa de vegetagdo do Departamento de Botanica,
Setor de Ciéncias Bioldgicas, com irrigacéo intermitente (temperatura média 25 + 2°C,
umidade relativa do ar igual a 85% e irrigacédo de 1 minuto a cada 15 minutos). Em
ambas as casas de vegetagao possuem cobertura de plastico agricola de 150 micras
com difusor de luz que permite a passagem de aproximadante 50% da radiagao
insidente.

Foram avaliadas a porcentagem de estacas enraizadas (vivas e emitiram
raizes de no minimo 2mm de comprimento), numero de raizes por estacas (numero
de raizes emitidas durante periodo de permanéncia em casa de vegetagado),
comprimento de raizes por estaca (comprimento das trés maiores raizes por
miniestaca), porcentagem de estacas com calos (vivas, sem raizes, com acumulo de
massa de células indiferenciadas na regiao basal), porcentagem de estacas vivas
(sem formacgao de raizes e/ou calos), porcentagem de estacas mortas (necrosadas),
porcentagem de estacas com retengéo de folhas (mantiveram as folhas reduzidas a
50% da area foliar) e porcentagem de estacas com brotos (vivas ou enraizadas que

apresentaram a emissao de brotacdes).
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Os resultados de todos os experimentos foram submetidos a analise de
variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (P>0,05) com auxilio do
programa estatistico ASSISTAT versao 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2016).

5.2.1 Experimento 1. Avaliacdo do tipo de substrato no enraizamento de estacas

semilenhosas de E. uniflora

As estacas semilenhosas foram confeccionadas a partir de brotacdes
decorrentes de poda drastica a 1,20m das plantas matrizes, realizada em setembro
de 2016, com coleta de estacas em dezembro de 2016.

O experimento foi implantado em um delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo fatorial (3 x 3), com quatro repeticdes contendo 10 estacas por unidade
experimental. Os tratamentos consistiram de trés concentragdes de IBA (0, 1000 e
2000 mg L™ e trés tipos de substratos (Tropstrato®, vermiculita e areia), totalizando

9 tratamentos.

5.2.2 Experimento 2: Avaliagdo do efeito da sazonalidade no enraizamento de

estacas semilenhosas de E. uniflora.

As estacas foram coletadas a partir de brotagdes anuais de uma planta matriz
selecionada entre os meses de margo e novembro de 2018.

O experimento foi implantado em um delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo fatorial (5 x 4), com quatro repeticdes contendo 15 estacas por unidade
experimental. Os tratamentos consistiram de cinco concentragées de IBA (0, 500,
1000, 2000 e 3000 mg L™") e quatro épocas de coleta (verdo, outono, inverno e

primavera de 2018), totalizando 20 tratamentos.

5.2.3 Experimento 3: Avaliagdo do efeito de poda drastica no enraizamento de

estacas herbaceas de E. uniflora.

Neste experimento cinco pitangueiras foram podadas a aproximadamente 30
cm do solo em setembro de 2018 e a coleta das brotagdes epicormicas realizada em

janeiro de 2019.
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O experimento foi implantado em um delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticbes contendo 15 estacas por unidade experimental. Os
tratamentos consistiram de cinco concentragdes de IBA (0, 500, 1000, 2000 e 3000

mg L.

5.2.4 Experimento 4: Avaliagdo do enraizamento de miniestacas de E. uniflora em

diferentes épocas de coleta

Neste experimento de miniestaquia, o jardim clonal foi formado a partir de
mudas produzidas por estaquia convencional, oriundas do experimento 1. As mudas
foram plantadas em vasos de 3,5L e mantidas a pleno sol com irrigagdo num
intervalo de quatro vezes ao dia, por 6 minutos, e fertirrigacédo quinzenal (50 mL de
solugdo nutritiva composta por 4 g L™ de sulfato de amoénio, superfosfato triplo e
cloreto de potassio e 1 g L™ de FTE BR-12).

O experimento foi implantado em um delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial (2 x 5), com quatro repeti¢des contendo 15 estacas por unidade
experimental. Os tratamentos consistiram de duas épocas de coleta das miniestacas
formadas (inverno e verdo de 2018) e cinco concentragdes de IBA (0, 500, 1000,
2000 e 3000 mg L™).

5.2.5 Analises anatbmicas das estacas pos-experimento

As analises anatbmicas foram realizadas no Laboratério de Anatomia e
Biomecanica Vegetal, no Departamento de Botanica, localizado no Setor de Ciéncias
Bioldgicas, pertencente a Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba-PR.

ApoOs a avaliagdo dos Experimentos 2, 3 e 4 foram coletadas 3 amostras de
aproximadamente 2 cm da regido basal de estacas/miniestacas enraizadas, com
calos e apenas vivas, as quais foram fixadas em FAA 50 durante 24 horas sob vacuo
(JOHANSEN, 1940) e, posteriormente, apds desidratagao alcodlica, conservadas em
etanol 70% (v/v).

O material previamente armazenado em etanol 70% (v/v) foi seccionado e

incluido em historesina (Technovit®). Estes blocos foram fixados em tutores de
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madeira. Posteriormente, cortes transversais foram obtidos em micrétomo rotativo
(Olympus® CUT 4055) com espessura de 12 um (KRAUS; ARDUIN, 1997).

Os cortes foram aderidos nas laminas e submetidas a coloragdo com o
colorante azul de toluidina a 0,05% (pH = 4,0).

Foram confeccionadas 5 laminas com aproximadamente 20 cortes por
experimento. Para as analises de efeito sazonalidade foram confeccionadas laminas
para cada época de coleta. Em seguida, as laminas foram analisadas e
documentadas por meio de fotomicrografias em fotomicroscopio Zeiss com camera

digital Sony Cyber-shot P72 acoplada.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No Experimento 1 ndo ocorreu interacao entre o tipo de substrato e as
concentracdes de IBA (TABELA 5.1). As variaveis estacas com brotos e com calos
néo foram analisadas estatisticamente pois seus dados ndo foram homogéneos. A
unica variavel na qual foi obsrvada influéncia das concentragdes de IBA foi estacas
vivas. Com o aumento das concentragdes de IBA observou-se uma tendéncia de
menor sobrevivéncia das estacas. Para o fator tipo de substrato nota-se uma melhor
qualidade do sistema radicial nas estacas submetidas ao substrato comercial
Tropstrato®, quando se compara os valores de comprimento de raizes. A areia foi o
tipo de substrato com as menores médias.

A influéncia do tipo de substrato no processo rizogénico de estacas esta
diretamente associada a sua porosidade, que influencia na aeragao e na retengao de
agua (HARTMANN et al., 2002), sendo indicados para muitas espécies vermiculita e
Tropstrato®. A areia apresenta dificuldade no enraizamento de estacas devido,
principalmente, a sua desuniformidade de retencdo e distribuicdo de agua (LIMA;
OHASHlI, 2016). Pio et al. (2005) analisando caracteristicas fisicas de diferentes tipos
de substrato, observaram que Tropstrato® e vermiculita apresentam porosidades
similares (35,17 e 32,70%), indicando que este aspecto nao foi o responsavel pela

diferenca observada entre os dois substratos.
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TABELA 5.1 - ESTACAS SEMILENHOSAS ENRAIZADAS, NUMERO E COMPRIMENTO DE RAIZES
POR ESTACA, ESTACAS VIVAS, MORTAS, COM FOLHAS, COM BROTOS E COM CALOS DE E.
uniflora EM FUNCAO DE DIFERENTES SUBSTRATOS E CONCENTRACOES DE IBA (ABRIL/

2016).

ESTACAS ENRAIZADAS (%)

NUMERO DE RAIZES POR ESTACA"™

Substrato IBA (mg L") Média
0 1000 2000

Substrato IBA (mg L") Média
0 1000 2000

Tropstrato® 20,00 12,00 16,00 16,00a

Vermiculita 10,00 4,00 6,00 6,67a
Areia 6,00 6,00 6,00 6,00a
Média 12,00a 7,33a 9,33a

Tropstrato® 1,42 0,27 0,85 0,85a

Vermiculita 0,60 0,20 0,60 0,47a
Areia 0,90 0,60 0,27 0,59a
Média 0,97a 0,36a 0,57a

CV% = 150,04

CV% = 124,69

COMPRIMENTO DE RAIZ POR ESTACA (cm)

ESTACAS VIVAS (%)

Substrato IBA (mg L") Média
0 1000 2000

Substrato IBA (mg L") Média
0 1000 2000

Tropstrato® 6,68 1,53 5,15 4,45a
Vermiculita 1,20 0,65 0,65 0,83b

Tropstrato® 18,00 12,00 6,00 12,00a
Vermiculita 38,00 18,00 12,00 22,67a

Areia 0,43 0,95 0,33 0,57b Areia 14,00 26,00 16,00 18,67a
Média 2,77a 1,04a 2,04a Média 23,33a 18,67ab 11,33b
CV% = 42,69 CV% =70,66
ESTACAS MORTAS (%) ESTACAS COM FOLHAS (%)™
Substrato IBA (mg L") Média | Substrato IBA (mg L") Média
0 1000 2000 0 1000 2000

Tropstrato® 50,00 74,00 68,00 64,00a
Vermiculita 50,00 78,00 76,00 68,00a

Tropstrato® 46,00 22,00 28,00 32,00a
Vermiculita 32,00 16,00 14,00 20,67a

Areia 7400 6800 7800 7333a| Areia 2200 30,00 12,00 21,33a
Média  58,00a 73,33a 74,00a Média  33,33a 22,67a 18,00a
CV% = 33,99 CV% = 85,36
ESTACAS COM BROTOS (%)* ESTACAS COM CALOS (%)*
Substrato IBA (mg L") Média | Substrato IBA (mg L") Média
0 1000 2000 0 1000 2000

Tropstrato® 10,00 0,00 6,00 5,33 Tropstrato® 12,00 2,00 10,00 8,00

Vermiculita 0,00 0,00 0,00 0,00 Vermiculita 2,00 0,00 6,00 2,67
Areia 0,00 0,00 0,00 0,00 Areia 6,00 0,00 0,00 2,00
Média 3,33 0,00 2,00 Média 6,67 0,67 5,33

FONTE: O autor (2019)

NOTA: Médias seguidas das mesmas letras nao diferenciam estatisticamente a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey. NS = nao significativo; CV = Coeficiente de variacdo; * = Analise de varidncia nao
realizada;

A presenca e o teor de nutrientes essenciais € importante na escolha do
substrato para a produgdo de mudas por estaquia (PAULUS; PAULUS, 2007;
ALMEIDA et al., 2017). Pereira e Peres (2016) salientam a influencia da nutricdo na
sobrevivéncia e no enraizamento adventicio de estacas. Segundo os autores, macro

e micronutrientes sdo essenciais na biossintese de macromoléculas e em outros
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processos fisiolégicos importantes no processo rizogénico e na qualidade do sistema
radicial. O substrato comercial Tropstrato® apresenta macro e micronutrientes de
liberagao lenta e turfa, diferentemente da vermiculita que € considerado um substrato
inerte. O periodo entre a implantagcao dos experimentos e a sua avaliagao, 120 dias,
pode ter exaurido as reservas presentes nas estacas influenciando na menor
porcentagem de enraizamento. Portanto, a presenga de nutrientes e matéria organica
no substrato comercial podem ter proporcionado os melhores resultados na
qualidade do sistema radicial formado.

No Experimento 2, efeito da sazonalidade e de concentragbes de IBA no
enraizamento de estacas de E. uniflora (TABELA 5.2), também nao ocorreu interagao
entre os fatores analisados em nenhuma das variaveis. Nao foi observado, em
nenhuma época de coleta, enraizamento nas estacas. Porém, foi observada a
formagao de calos em maiores quantidades no verao e no inverno. Geralmente, em
espéecies de dificil enraizamento, a formagao de calos antecede o aparecimento de
raizes (BERNARDES Jr.; VALE; SOUSA, 2017), indicando que a permanéncia por
mais tempo em casa de vegetagao poderia acarretar no enraizamento das estacas. A
diferenga na porcentagem de calos observada entre as estagbes de inverno, verao e
outono pode estar associada a maior formacao de brotagdes nesta ultima estacéo. O
direcionamento de reservas da estaca para a formacédo de brotos pode influenciar
negativamente a formacéao de calos e/ou raizes, que dependem destas reservas para
que ocorram divisdes celulares e se desenvolvam (PEREIRA et al., 2017; LIMA;
OHASHI; SILVEIRA, 2018).

Outras variaveis influenciadas pela sazonalidade foram a permanéncia de
folhas, porcentagem de estacas vivas e mortas apos 120 dias em casa de vegetacao.
Ass maiores médias foram observadas em estacas coletadas no outono e as
menores na coleta de primavera. As variaveis estacas com calos, com brotagdes e
com folhas de material coletado na primavera ndo foram incluidas nas analises
estatisticas por apresentarem variancias iguais a zero.

Quanto a influéncia das diferentes concentracbes de IBA n&o foram

observadas diferengas significativas em nenhuma das variaveis avaliadas.
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TABELA 5.2 - ESTACAS SEMILENHOSAS COM CALOS, COM BROTAQOES, COM FOLHAS, VIVAS
E MORTAS DE E. uniflora, EM FUNGCAO DE DIFERENTES EPOCAS DE COLETA E
CONCENTRAGOES DE IBA.

ESTACAS COM CALOS (%]

Estagéo IBA (mg L") Média
0 500 1000 2000 3000
Verdo/ 2018 21,67 13,34 6,67 6,67 8,34 11,33ab
Outono/ 2018 6,67 6,67 5,00 3,33 3,34 5,00b
Inverno/ 2018 16,82 19,32 4,55 17,50 12,50 14,14a
Primavera/ 2018* 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 11,29a 9,83a 4,06a 6,88a 6,05a
CV% = 83,40
ESTACAS COM BROTACOES (%)
Estaggo IBA (mg L") Média
0 500 1000 2000 3000
Verao/ 2018 8,33 8,33 5,00 6,67 1,67 6,00b
Outono/ 2018 31,67 21,67 23,34 16,67 23,33 23,34a
Inverno/ 2018 4,77 7,50 9,09 10,00 10,00 8,27b
Primavera/ 2018 1,67 3,34 1,67 1,67 1,67 2,00b
Média 11,61a  1021a  9,78a 8,75a 9,17a
CV% = 88,83
ESTACAS COM FOLHAS (%)
Estacéo IBA (mg L") Média
0 500 1000 2000 3000
Veréo/ 2018 26,67 23,34 21,67 18,33 13,33 20,67b
Outono/ 2018 26,67 41,67 35,00 36,67 25,00 33,00a
Inverno/ 2018 9,55 5,00 4,54 20,00 7,50 9,32c
Primavera/ 2018* 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 15,72a  17,50a  15,30a  18,75a  11,46a
CV% = 65,07
ESTACAS VIVAS (%)
Estacao IBA (mg L) Média
0 500 1000 2000 3000
Veréo/ 2018 55,00 71,67 65,00 60,00 38,33 58,00a
Outono/ 2018 65,00 60,00 68,34 80,00 61,67 67,00a
Inverno/ 2018 28,86 38,86 53,18 35,00 27,50 36,68b
Primavera/ 2018 3,33 3,34 1,67 3,33 3,34 3,00c
Média 38,05a  4347a  47,05a 4458a  32,71a
CV% = 35,99
ESTACAS MORTAS (%)
Estacao IBA (mg L") Média
0 500 1000 2000 3000
Veréo/ 2018 23,34 15,00 28,34 33,33 53,33 30,67c
Outono/ 2018 28,33 33,33 26,67 16,67 35,00 28,00c
Inverno/ 2018 54,32 41,82 42,27 55,00 60,00 50,6.8b
Primavera/ 2018 96,67 96,67 98,33 96,67 96,67 97,00a
Média 50,67a  46,71a  4890a  5042a  6125a
CV% = 33,61

FONTE: O autor (2019)

NOTA: Médias seguidas com as mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. CV = Coeficiente de variacdo; * = Dados nao utilizados na ANOVA;
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Em estacas coletadas na primavera foi observado uma alta taxa de
mortalidade (97,00%) (TABELA 5.2). Na época de coleta do material, novembro de
2018, foram registradas altas temperaturas e baixa precipitagdo (FIGURA 5.1).
Segundo Ventura, Soto e Otiniano (2019), plantas submetidas a estresse térmico e
hidrico sofrem alteragdes bioquimicas, fisioldgicas e metabdlicas. Plantas submetidas
a estes tipos de estresses podem apresentar diminuicdo na taxa fotossintética e
aumento na respiragdo (TAIZ; ZEIGER, 2009). O desbalango entre estes dois
processos fisioldgicos pode provocar consumo das reservas das plantas matrizes e

consequentemente influenciar na menor sobrevivéncia das estacas.

FIGURA 5.1: MEDIAS DAS TEMPERATURAS MAXIMAS (°C) E ACUMULO DE
PRECIPITACAO (mm) DURANTE O PERIODO DE COLETAS DO MATERIAL SUBMETIDO AO
EXPERIMENTO DE AVALIACAO DO EFEITO DA SAZONALIDADE NA PROPAGACAO
VEGETATIVA POR ESTAQUIA. (*) MESES DE COLETA.
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FONTE: SIMEPAR

A falta de enraizamento das estacas pode estar relacionado com a idade
ontogenética da planta matriz. As estacas utilizadas neste experimento eram
provenientes de brotagdes anuais de plantas matrizes com aproximadamente 11
anos. O acumulo de inibidores e a diminuicdo de cofatores de enraizamento
geralmente sdo observados com o aumento da idade de plantas (LATTUADA; SPIER;
SOUZA, 2011), podendo influenciar de forma negativa no enraizamento de estacas

provenientes de plantas mais velhas.
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Nas estacas oriundas de brotagdes apds poda drastica a 30 cm do solo
(Experimento 3) ndo foram encontradas diferencas significativas em nehuma das
variaveis avaliadas quando submetidas a diferentes concentra¢des de IBA utilizadas
no experimento (TABELA 5.3).

Apesar de nao significativas os resultados das variaveis estacas enraizadas
(EE), numero de raizes (NR) e comprimento de raiz (CR) indicam que a poda drastica
estimula a emissido de raizes adventicias e uma boa formagao do sistema radicial
quando comparados aos resultados apresentados no Experimento 2 (brotacdes
anuais). Estes resultados corroboram com os apresentados por Pefia-Pefa (2014),
comparando o potencial rizogénico de estacas de pitangueira provenientes de
brotagdes anuais e de podas. Segundo o autor, a poda induz a emissao de brotacdes

com caracteristicas juvenis, que contem maiores chances de enraizamento.

TABELA 5.3 - ESTACAS HERBACEAS ENRAIZADAS (EE), NUMERO DE RAIZES POR ESTACA
(NR), COMPRIMENTO MEDIO DE RAIZES POR ESTACA (CR), ESTACAS VIVAS (EV), ESTACAS
COM FOLHAS (EF) E ESTACAS MORTAS (EM) DE E. uniflora, PROVENIENTES DE PODA
DRASTICA A 30 CM DO SOLO, EM FUNCAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE IBA
(JANEIRO/ 2019) .

IBA (mg L™ 0
Variaveis C\ie
0 500 1000 2000 3000

EE (%)"° 11,67 21,67 25,00 30,00 21,67 50,71
NR"® 1,25 1,13 1,29 1,33 1,15 29,13
CR (cm)"® 5,05 4,47 4,16 4,33 4,68 53,04
EV (%)"° 55,00 51,67 48,34 51,67 48,33 28,59
EF (%)"° 50,00 53,33 61,67 61,67 43,34 39,49
EM (%) "° 33,33 26,67 26,67 18,33 30,00 57,64

FONTE: O autor (2019)
LEGENDA: CV = coeficiente de variagao; NS = ndo significativo.

No Experimento 4 (avaliagao do efeito de épocas de coleta e concentracdes
de IBA em miniestacas de E. uniflora), foi observado interagdo entre os dois fatores
nas variaveis estacas enraizadas e estacas vivas. As variaveis numero de raizes e
estacas com calos ndo foram analisadas estatisticamente pois suas variancias
foram iguais a zero. Neste experimento foram observados as maiores médias de
enraizamento na coleta de verdo sem a aplicacdo do regulador vegetal (TABELA
5.4).
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TABELA 54 - VALO’RES DE ENRAIZAMENTO, NUMERO DE RAIZES POR ESTACA,
COMPRIMENTO DE RAIZES POR ESTACA, PROPAGULOS VIVOS, COM FOLHAS, COM CALOS E
MORTOS EM FUNCAO DA EPOCA DE COLETA E A APLICACAO DE IBA EM MINIESTACAS DE E.
uniflora.

ESTACAS ENRAIZADAS (%)

Estacéo IBA (mg L™) Média
0 500 1000 2000 3000
INVERNO  10,00bA 7,50bA 12,50aA 12,50aA 15,00aA 11,50
VERAO 48,33aA  29,17aAB  23,34aAB 10,84aB  21,67aAB 26,67
Média 29,17 18,33 17,92 11,67 18,33 CV% = 69,48
NUMERO DE RAIZES*
Estacao IBA (mg L) Média
0 500 1000 2000 3000
INVERNO 0,75 0.75 0,50 0,75 0.83 0,72
VERAO 1,00 1,00 1,00 1,00 0,75 0,95
Média 0.88 0.88 0.75 0.88 0.79
COMPRIMENTO DE RAIZES (cm)"®
Estacao IBA (mg L™) Média
0 500 1000 2000 3000
INVERNO 0,78 0,58 0,76 0,31 0,88 0,66
VERAO 0,84 0,58 0,76 0,73 0,34 0,65
Média 0,81 0,58 0,76 0,52 0,61 CV% = 15,91
ESTACAS VIVAS (%)
Estacao IBA (mg L) Média
0 500 1000 2000 3000
INVERNO  70,00aA  65,00aA 62,50aA 65,00aA 65,00aA 65,50
VERAO 41,67bC  45000BC  56,67aAB 73,33aA  68,33aAB 59,99
Média 55,83 55,00 59,58 69,17 66,67 CV% = 19,99
ESTACAS COM FOLHAS (%)
Estagao IBA (mg L™) Média
0 500 1000 2000 3000
INVERNO 55,00 52,50 57,50 55,00 52,50 54,50 b
VERAO 83,34 75,83 74,99 76,67 79,17 78,00 a
Média 69,17 a 64,17 a 66,25 a 65,83 a 65,83 a CV% = 17,16
ESTACAS COM CALOS (%)*
Estacéo IBA(mg L") Média
0 500 1000 2000 3000
INVERNO 2,50 2,50 0,00 0,00 0,00 1,00
VERAO 0,00 5,84 6,67 2,50 0,00 3,00
Média 1,25 4,17 3,34 1,25 0,00
ESTACAS MORTAS (%)
Estagéo IBA (mg L") Média
0 500 1000 2000 3000
INVERNO 17,50 25,00 25,00 22,50 20,00 22,00 a
VERAO 10,00 22,50 13,34 13,33 10,00 13,83 b
Média 13,75 a 23,75 a 19,17 a 17,92 a 15,00 a CV% = 62,47

FONTE: O autor (2019)

NOTA: Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na linha e minuscula na coluna nao
diferem a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

LEGENDA: CV = coeficiente de variagdo; NS = néo significativo;
realizada

*

= Analise de variancia ndo



104

Quando comparados os fatores individualmente, em nenhuma das variaveis
se encontrou diferenga significativa quando as estacas foram submetidas as
diferentes concentragdes de IBA.

Na coleta de verdao foi observado os melhores valores, com excecao a
variavel estacas vivas. Este resultado pode ter sido influenciado pelo maior média de
estacas enraizadas e com calos, uma vez que estacas que apresentam raizes e/ou
calos ndo sao contabilizadas nesta variavel.

E importante salientar que as plantas do minijardim receberam
quinzenalmente fertirrigacao, reforcando a importancia da nutrigdo da planta matriz e
dos propagulos no processo rizogénico (DIAS et al., 2012).

Nos Experimentos 1, 3 e 4 foram adotadas técnicas indicadas na obtengao
de tecidos rejuvenescidos, poda drastica e miniestaquia seriada. Os resultados
obtidos nestes experimentos foram numericamente maiores aos resultados
observados em estacas oriundas de matrizes que néo sofreram nenhum tratamento

que visasse o rejuvenescimento de tecidos (Experimento 2) (TABELA 5.5).

TABELA 5.5 - COMPARACAO DAS PORCENTAGENS DE ENRAIZAMENTO OBSERVADOS NOS
EXPERIMENTOS DE PROPAGACAO VEGETATIVA POR ESTAQUIA EM E. unifiora.

. Fatores . : o
Experimento (nimero de tratamentos) Material vegetal Enraizamento (%)
1 Substrato (3) x IBA (3) BrotagGes epicormicas 20,00

(poda 120cm)
2 Epoca de coleta (4) x IBA (5) Brotagbes anuais 0,00

Brotagdes epicérmicas
3 IBA (5) (poda 30cm) 22,02

4 Epoca de coleta (2) x IBA (5) Minijardim 48,33

FONTE: O autor (2019)

Resultados semelhantes foram obtidos em outras espécies submetidas a
meétodos de rejuvenescimento visando a propagacgao vegetativa por estaquia.
Vochysia bifalcata (Vochysiaceae) quando submetida a estaquia convencional,
diretamente da planta matriz, ndo apresentou enraizamento (DANNER et al., 2010),
porém quando a espécie foi submetida a métodos de rejuvenescimento, como a poda
drastica, foram obtidos 81% de enraizamento (RICKLI et al., 2015). Bitencourt et al.
(2009) comparando dois tipos de estacas (estacas de brota¢des anuais e estacas de

rebrota) de erva-mate, mostraram que o material rejuvenescido por poda apresentou
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as maiores porcentagens de enraizamento (65,50%) em relagéo ao proveniente de
brotacbes anuais (8,50%). Wendling, Stuepp e Zuffellato-Ribas (2016) trabalharam
com propagulos provenientes de minijardins clonais de Araucaria angustifolia
(Araucariaceae) e obtiveram 53,7% de enraizamento nas miniestacas, valores
superiores do enraizamento de estacas provenientes de brotagdes de galhos que néo
ultrapassaram a 28% de enraizamento observados por Wendling e Brondani (2015).

Portanto, é evidente que técnicas que permitam o rejuvenescimento sao
eficientes no processo rizogénico para espécies de dificil enraizamento como E.
uniflora. As técnicas de rejuvenescimento estimulam a formacdo de tecidos com
caracteristicas juvenis a partir de plantas matrizes adultas. Segundo Wendling,
Trueman e Xavier (2014), estas técnicas permitem alteragbes nestes tecidos que
favorecem a formacgao de raizes de estacas oriundas de material adulto.

Os métodos de rejuvenescimento induzem uma alteracdo no balango
hormonal, que estimulam novas brotagdes. Os novos brotos apresentam maiores
niveis de auxinas, cofatores de enraizamento e menores niveis de inibidores de
crescimento, favorecendo desta forma a maior porcentagem de enraizamento
(RICKLI et al., 2015; LATOH et al., 2018). Segundo Dias et al. (2015) e Rickli et al.
(op. cit.), além de mudancas fisiolégicas que favorecem o enraizamento de estacas
provenientes de material rejuvenescido, também podem ser observadas alteragdes
anatémicas, como a redugao de lignificagdo e o aumento na atividade cambial.

Nas Figuras 5.2, 5.3 e 5.4 sdo apresentados os resultados da analise
anatdbmica das estacas apos 120 dias a instalagdo dos experimentos.

Em todos os tratamentos, o cambio vascular encontra-se em atividade: poda
drastica (FIGURAS 5.2A e 5.2B); miniestaquia (ndo documentado) e brotagcdes
anuais (FIGURAS 5.4A e 5.4B). A atividade do cambio vascular, segundo Medrado,
Appezzato-da-Gloria e Costa (1995), favorece a proliferagcdo de células
parenquimaticas, que apresentam alto grau de desdiferenciacéo, possibilitando a
formagdo de calos e de raizes. Porém, apesar da atividade do céambio, o
enraizamento foi nulo nas estacas provenientes de brotagdes anuais coletadas nas

quatro estacdes e relativamente baixa nos outros Experimentos.
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FIGURA 5.2: ESTACAS CAULINARES SEMILENHOSAS PROVENIENTES DE BROTAGCOES
EPICORMICAS DE PODA DRASTICA (30 cm) DE E. uniflora (SECGOES TRANSVERSAIS). A:
CRESCIMENTO SECUNDARIO; B: CAMBIO VASCULAR; C: ESTACA ENRAIZADA; D e E: FLOEMA
PRIMARIO LIGNIFICADO. Co = CORTEX; F1° = FLOEMA PRIMARIO; F2° = FLOEMA SECUNDARIO;
X2° = XILEMA SECUNDARIO; X1° = XILEMA PRIMARIO; Me = MEDULA; SETA PRETA = CAMBIO
VASCULAR; ESTRELA = ELEMENTO DE VASO; SETA BRANCA = RAIO DO FLOEMA; RA = RAIZ;
CABEGA DE SETA BRANCA = ANEL DE FIBRAS PERICICLICAS.

FONTE: O autor (2019)
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FIGURA 5.3: MINIESTACAS CAULINARES DE E. uniflora (SECGCOES TRANSVERSAIS). A: ESTACA
COM CALO E RAiZ, EM DESTAQUE DETALHES DO CALO E DA RAIZ; B: LIGAGAO ENTRE A RAIZ
E CILINDRO VASCULAR; C: ESPESSAMENTO DA PAREDE CELULAR DE ELEMENTOS DE
CONDUGAO DO XILEMA DA RAIZ. (*) = ESPACO INTERCELULAR; CABECA DE SETA BRANCA =
ANEL DE FIBRAS PERICICLICAS; Ca = CALO; Ra = RAIZ; SETA VERMELHA = ELEMENTOS DE
CONDUGAO DO XILEMA DA RAIZ.

FONTE: O autor (2019)
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FIGURA 5.4: ESTACAS CAULINARES SEMILENHOSAS PROVENIENTES DE BROTAGCOES
ANUAIS DE E. uniflora (SECCOES TRANSVERSAIS) A: FELOGENIO SE DIFERENCIANDO NO
CORTEX; B: FLOEMA PRIMARIO LIGNIFICADO INDICANDO UM ESTADIO MAIS AVANGADO DO
CRESCIMENTO SECUNDARIO. A1 E A2 = XILEMA SECUNDARIO, ANEIS DE CRESCIMENTO;
SETA BRANCA = RAIOS XILEMATICOS; SETA PRETA = CAMBIO VASCULAR; CABECA DE SETA
VERMELHA = FELOGENIO; F1° = FLOEMA PRIMARIO; F2° = FLOEMA SECUNDARIO.
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Na Figura 5.2C, observa-se a formagao da raiz de forma direta a partir do
cambio vascular. O que também pode ser concluido com as observagdes realizadas
na Figura 5.3. Na Figura 5.3A evidencia-se a formag&o da raiz através do calo, o que
poderia nos indicar crescimento indireto. Porém, na Figura 5.3B é possivel ver um
alongamento das células entre a raiz e o caule, demonstrando que a raiz tenha tido
uma provavel origem no cilindro vascular (a partir do cambio), ou seja, também tem
origem direta.

A analise anatdbmica também permitiu observar crescimento secundario nas
estacas, caracterizado pela presenca de xilema e floema secundarios (FIGURAS
5.2A, 5.2B, 5.4A e 5.4B). Também foi observada a lignificagdo do floema primario
(FIGURAS 5.2, 5.3A e 5.4B). A lignificagdo do floema primario, segundo Spicer e
Groover (2010), leva a sua inativagao e € uma caracteristica também evidente em
caules que possuem crescimento secundario estabelecido. A lignificacdo do floema
primario forma um anel continuo de fibras periciclicas ao redor de todo o caule.

No presente trabalho, tanto os propagulos provenientes de plantas que n&o
foram submetidas a métodos de rejuvenescimento quanto aqueles oriundos de
plantas que sofreram tal estimulo, apresentaram este anel de fibras continua ao redor
de todo o caule. Na literatura € comum fazer uma associagao direta entre a presenca
de um anel de fibras periciclicas com a ndo formacgao de raizes adventicias (MAYER;
BIASI; BONA, 2006; LIMA et al, 2011). Porém, é visto que tal estrutura nao foi capaz
de impedir a emissao de raizes em estacas de plantas rejuvenescidas (FIGURA 5.2C
e 5.3A) indicando que o processo rizogénico nao ocorreu nas estacas oriundas de
plantas sem rejuvenescimento por motivos bioquimicos e/ou fisioldgicos.

O processo rizogénico tem grande influéncia da concentragdo de
fitohormonios, acgucares, proteinas e compostos fendlicos (FERRIANI;
ZUFFELLATO-RIBAS; WENDLING, 2010). Segundo os autores, alteracbes nas
quantidades destes compostos em diferentes fases de desenvolvimento de plantas
matrizes acarretem maiores ou menores taxas de enraizamento de propagulos
provenientes destes materiais. Como os meétodos de rejuvenescimento visam a
reversao do estadio adulto para o juvenil, alteragbes bioquimicas e fisiologicas s&o

esperadas, aumentando assim a taxa de enraizamento.
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4.4 CONCLUSOES

Nas condigdes em que o trabalho foi realizado, foi possivel concluir que:

® Plantas matrizes rejuvenescidas promovem a formagado de propagulos mais
responsivos ao processo de enraizamento;

® A qualidade do sistema radicial em estacas de E. uniflora apresenta maiorees
meédias com a utilizagao do substrato comercial Tropstrato®;

® A aplicacédo de IBA ndo é necessaria para a obtencdo de enraizamento das
estacas e miniestacas da espécie;

® N3ao ha diferenga antdmica entre o material rejuvenescido e nao rejuvenescido;

® As maiores médias de enraizamento ocorrem em miniestacas coletadas no

verao.
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CONCLUSOES GERAIS

Nas condigcdes em que as avaliacbes com Eugenia uniflora foram conduzidas, os

resultados permitiram as conclusdes de que:

® A espécie apresenta grande variabilidade no teor e na composi¢cédo quimica de
Oleo essencial de suas folhas;

® Os 36 gendtipos avaliados formam 6 grupos distintos em relagédo a composicao
de seus oleos essenciais;

® A variabilidade observada é decorrente das diferengas genéticas dos gendtipos
estudados;

® Variacbes nas condicbes ambientais das quatro estagdes do ano influenciam no
teor dos 6leos essenciais;

® Oleos essenciais coletados em diferentes estacdes do ano apresentam
alteracbes quantitativas em seus compostos sem apresentarem alteragcdes na
sua composicao. Estas alteragdes determinam a intensidade de suas atividades
biologicas;

® Todos os Oleos essenciais testados apresentam atividade antioxidante, cuja
composi¢ao quimica influencia na intensidade desta agéo bioldgica;

® A atividade antibacteriana do 6leo essencial de Eugenia uniflora avaliada é
considerada de moderada a fraca em cepas de Pseudomonas aeroginosa,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus;

® A espécie é considerada de dificil enraizamento. Para a indugéo de emissao de
raizes € necessario a aplicagcdo de métodos de rejuvenescimento (poda e
miniestaquia);
Miniestacas coletadas no verao apresentam as maiores médias de enraizamento;
A aplicacédo de IBA nao € necessaria para a obtencdo de enraizamento em
estacas e minestacas da espécie;

® N3&o sdo observadas diferengas anatémicas entre o material rejuvenescido e ndo

rejuvenescido.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A avaliagdo no teor e na composicdo do doleo essencial de Eugenia uniflora
demonstrou grande variabilidade. Tratando de gendtipos que estdo sob as mesmas
condigbes ambientais, a variabilidade observada pode ser decorrente da carga
genética de cada planta. Estas informagbes sdo importantes para auxiliar em futuros
programas de melhoramento da espécie.

A diferengca na composicado dos 6leos essenciais estudados pode ser fonte para
outros trabalhos que venham a mensurar suas atividades bioldgicas. A variabilidade
na composig¢ao do 6leo essencial de E. uniflora pode ser considerada um problema
para industria. As atividades bioldgicas dos 6leos essenciais sdo dependentes dos
compostos presentes, portanto a utilizacao para determinado fim cosmético e/ou
farmacéutico, deve ser amplamente avaliada.

E. uniflora ndo é uma espécie amplamente cultivada, poucos plantios da espécie
sdo registrados. Em espécies nativas, além do fator genético, fatores ambientais
também podem influenciar na sua fitoquimica. A identificacdo e a domesticacao de
plantas com composicao quimica para potencial desenvolvimento de produtos
comerciais, pode impulsionar a implantacao de pomares com este fim.

Como foi observado com os dados de propagacdo vegetativa da espécie,
pode-se considera-la como de dificil enraizamento. No entanto, métodos de
rejuvenescimento com intuito de resgate de gendtipos que apresentem apelo
comercial € viavel. A miniestaquia se mostrou uma técnica promissora para E.
uniflora. A porcentagem de enraizamento foi maior que a outros métodos de
propagacao vegetativa por estaquia utilizados. Porém, estes indices podem ser
melhorados, necessitando de mais estudos para que ela se torne viavel
comercialmente, como identificar os possiveis cofatores e inibidores e qual a
influéncia destes no processo rizogénico da espécie, para tentar minimizar ou

maximizar seus efeitos.
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