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RESUMO

A procura por alternativas que possam substituir produtos sintéticos no controle de
pragas vem crescendo mundialmente. Visto que produtos sintéticos causam
maleficios tanto para o meio ambiente quanto para os seres humanos. Por essa
razao, produtos naturais tém sido estudados para uso como bioinseticidas.
Espécies como frutas vermelhas (mirtilo, morango, framboesa e amora) e frutas de
tegumento fragil (como uva e pera) séo atacadas por diversas pragas em todos os
seus estagios de cultivo. Uma praga que vem preocupando agricultores € a
Drosophila suzukii, que diferente de outras espécies, coloca seus ovos em frutos
sadios, acelerando seu processo de maturagdo como também possibilita a entrada
de patdégenos, causando grande perda econdmica. Estudos com 6leos essenciais
de Piper tém demonstrado que possuem propriedades inseticidas, tendo potencial
como uma alternativa contra essa espécie de praga. Neste trabalho foi explorado a
composigcao quimica dos oleos essenciais de 6 espécies de Piper, sendo Piper
arboreum, Piper aff. divaricatum, Piper fuligineum, Piper hispidum, Piper
mikanianum e Piper rivinoides, e a realizagao de teste topico e de oviposigdo com
a D. suzukii. Como resultados foram observados, para o teste topico, que P.
rivinoides apresentou maior taxa de mortalidade em todas as concentragdes, com
taxa de 100,00% de mortalidade para a concentragdo maxima (2,00%), e P.
mikanianum apresentou taxa de 95,00% na concentragao maxima. Ja para o teste
de oviposicdo P. mikanianum apresentou melhor resultado (0,00 ovos/fruto),
seguido da P. rivinoides (0,03 ovos/fruto). Esses resultados demonstram o potencial
destes OEs como promissores bioinseticidas. Avaliou-se também a sazonalidade
dos d6leos essenciais, pela Analise de Componentes Principais (ACP, do inglés
Principal Compounds Analysis — PCA) de 5 espécies de Piper, sendo P. arboreum,
P. aff. divaricatum, P. fuligineum, P. hispidum e P. tuberculatum.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Piper. Drosophila suzukii. Propriedade
inseticida.



ABSTRACT

The search for alternatives that can replace synthetic products in pest control is
growing worldwide. Since synthetic products can cause harm to both the
environment and humans. For this reason, natural products have been studied for
use as bioinsecticides. Species such as red fruits (blueberries, strawberries,
raspberries and blackberries) and fruits with fragile teguments (such as grapes and
pears) are attacked by various pests at all stages of cultivation. A pest that has been
worrying farmers is Drosophila suzukii, which, unlike other species, lays its eggs in
healthy fruits, accelerating their maturation process and also allowing the entry of
pathogens, causing great economic loss. Studies with Piper essential oils have
shown that they have insecticidal properties, having the potential to be an alternative
against this kind of pest. In the work studied, the chemical composition of essential
oils from 6 species of Piper was explored, including Piper arboreum, Piper aff.
divaricatum, Piper fuligineum, Piper hispidum, Piper mikanianum and Piper
rivinoides, to carry out topical and oviposition tests with D. suzukii. As results were
observed, for the topical test, that P. rivinoides presented a higher mortality rate at
all concentrations, with a 100.00% mortality rate for the maximum concentration
(2.00%), and P. mikanianum presented a higher mortality rate of 95.00% at
maximum concentration. For the oviposition test, P. mikanianum showed the best
result (0.00 eggs/fruit), followed by P. rivinoides (0.03 eggs/fruit). These results
demonstrate the potential of these EOs as promising bioinsecticides. The
seasonality of essential oils was also evaluated using Principal Component Analysis
(PCA) of 5 species of Piper, including P. arboreum, P. aff. divaricatum, P.
fuligineum, P. hispidum and P. tuberculatum.

Key-words: Essential Oils. Piper. Drosophila suzukii. Insecticidal property.
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1 INTRODUGAO

Desde a Antiguidade, os seres humanos utilizam produtos naturais,
plantas, microrganismos e organismos marinhos, para tratamento de doencgas. De
acordo com registros de fésseis, os humanos usam plantas como medicamentos
desde pelo menos 60 mil anos (SOLECKI, 1975), descobertas, algumas por acaso,
que posteriormente foram corroboradas pela ciéncia. Utilizam as plantas também
em outras funcionalidades, como na fabricagao de cosméticos, produtos de higiene
e limpeza, industria alimenticia, e na contengéo de pragas (CHEMAT et al., 2019).

Os produtos naturais sdao moléculas de variadas massas moleculares
produzidas por uma fonte biolégica que se desenvolveram ao longo dos anos,
levando a uma diversidade quimica que resulta em inumeras atividades biologicas
(YUAN et al., 2016).

A demanda por produtos naturais é crescente, considerando o numero de
espécies de plantas no mundo, e as diferentes rotas biossintéticas capazes de
produzir compostos quimicos de alta diversidade. O Brasil € o pais com a maior
biodiversidade do mundo e possui 6 biomas terrestres diferenciados (Amazénia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal), indicando grande potencial
a ser explorado nesta area (VALLI et al., 2018). Além de que, pesquisadores estao
em busca de alternativas que possibilitam substituir os produtos sintéticos que
podem causar muitos maleficios para o meio ambiente e para os seres humanos
(MACHADO et al., 2011).

O estudo das plantas se concentra na analise de substancias quimicas e
tem como objetivo a extragéo, purificagédo, isolamento e elucidagédo estrutural. A
pesquisa fitoquimica é importante pelo estudo detalhado dos metabdlitos
secundarios presentes nas plantas, suas propriedades, estruturas quimicas e
potenciais atividades biologicas, além de melhorar técnicas de plantio levando ao
aumento na producdo e na procura por plantas medicinais e 6leos essenciais
(MACHADO et al., 2011; VALLI et al., 2013).

1.1 OLEOS ESSENCIAIS

O termo 6leo essencial (OE), usado pela primeira vez no século XVI, deriva

da palavra Quinta Essentia (quintesséncia), nome concedido pelo médico sui¢o
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Theophrastus von Hohenheim. Naquela época, von Hohenheim acreditava que os
Oleos essenciais eram a forma mais concentrada e pura do principio medicinal de
qualquer planta. Nos dias de hoje, o termo 6leo essencial é usado para descrever
uma mistura de compostos de baixo peso molecular que sédo extraidos de plantas,
por técnicas convencionais como a extragdo com solventes (extragao liquido-
liquido), fluidos supercriticos, hidrodestilagdo e por arraste a vapor. O método de
hidrodestilagdo € a técnica mais utilizada, em laboratoério, (BASER et al.,2007;
BAKKALI et al.,2008; HYLDGAARD et al., 2012), por ser viavel economicamente e
eficiente na obtencao de 6leo essencial (NASARDIN et al., 2018).

Também conhecido como 6leo volatil ou oleo etéreo, sdo metabdlitos
secundarios, volateis, altamente concentrados e podem ser biossintetizados em
todos os 6rgaos da planta, como raizes, folhas, flores, frutos, madeira e casca.
Possuem um odor intenso, frequentemente apresentam menor densidade que a
agua, sao soluveis em solventes organicos (como hexano, acetona e DMSO), e
correspondem por volta de 1% da massa da planta umida. Sdo importantes para o
sistema de defesa da espécie vegetal, para atrair insetos que irdo ajudar na
dispersao de sementes e, facilitar o processo de polinizagdo e também proteger as
plantas contra predadores (BAKKALI et al., 2008; BUTNARIU et al., 2018; SHAHID
UD-PAULA et al., 2019).

Os componentes dos 6leos volateis sdo geralmente uma mistura de
hidrocarbonetos mono e sesquiterpénicos (oxigenados ou n&o) e de outros grupos
como alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, éteres e fendis além dos arilpropanoides.
Em razao dessa rica composicao quimica pode apresentar diferentes propriedades
biolégicas como atividade antibacteriana, antifungica, inseticida, anti-inflamatoria,
antisséptica, além de possuirem propriedades antioxidantes, repelentes e outras
(PELISSARI et al., 2010; ABDULLAH et al., 2020).

O rendimento e a composi¢cado quimica podem variar por inumeras razdes,
sendo os fatores que influenciam: bidticos (estagio de desenvolvimento dos 6rgéos
e dos tecidos), abidticos (qualidade Iluminosa disponivel, umidade relativa,
temperatura, precipitagdes, disponibilidade de agua e nutrientes, poluigdo, danos
fisicos, e variagdes sazonais), bioquimicos e/ou genéticos (mudangas genéticas e
reacdes enzimaticas), além de acdes resultantes da intervengdo humana (coleta e
método de extragao) (LOAIZA et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2008; ABBAS et
al., 2017).
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O mercado de 6leos essenciais € bem-sucedido para paises que abrangem
uma vasta riqueza de plantas, como o Brasil, e possui capacidade de transformar
as matérias-primas em produtos beneficiados. Algumas familias boténicas sao
conhecidas por conter espécies que sao ricas em Oleos essenciais, como
Asteraceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Myrtaceae e Piperaceae. Destas,
representantes da familia Piperaceae, incluindo o género Piper, vem chamando
atencao devido suas propriedades inseticidas atribuidas a presenca de terpeno e
arilpropanoide (BASER et al., 2007; KRINSKI et al., 2018).

Atualmente, ha mais de 3000 oleos essenciais caracterizados
quimicamente, dos quais cerca de 300 sao importantes comercialmente,
especialmente para as industrias farmacéuticas, alimenticia, sanitaria, cosmética e
de perfumaria (SHAHID UD-PAULA et al., 2019).

1.2 TERPENOS

Terpenos pertencem ao maior grupo de produtos naturais, abrangendo pelo
menos 30 mil compostos conhecidos. Sao hidrocarbonetos produzidos pela unido
de unidades de 5 atomos de carbono formando, por exemplo; hemiterpenos (Cs),
monoterpenos (C+o), sesquiterpenos (C1s), diterpenos (Cz20) e triterpenos (Caso).
Monoterpenos e sesquiterpenos s&o as classes mais comumente encontradas nos
Oleos essenciais (FIGURA 1). Terpenos que contém atomos de oxigénio sao
formados, via oxidacoes, através de reagdes enzimaticas e sao chamados de
terpenoides (DEWICK, 2001; BASER et al., 2007; BAKKALI et al., 2008).

Os terpenos e terpenoides normalmente apresentam um papel
fundamental nas plantas, como fungao bioldgica de defesa: para a protegao contra
herbivoros e patdogenos; e fungdo de atracdo: para atrair polinizadores como
abelhas e borboletas (ASHOUR et al., 2018).
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FIGURA 1 - EXEMPLOS DE TERPENOS, TERPENOIDES E ARILPROPANOIDES.
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FONTE: ADAMS, 2017.

A biossintese dos terpenos (FIGURA 2) ocorre por dois caminhos: o
caminho do mevalonato (MVA) no citosol ou matriz citoplasmatica das células, e o
caminho do metil eritritol (MEP) nos plastidios das células. Os precursores
formados nestas vias sao: o difosfato de isopentenila (IPP) e o difosfato de
dimetilalila (DMAPP), que ao reagirem via condensacao resultam no difostato de
geranila (GPP), precursor dos monoterpenos. A condensagao do IPP com o GPP
resulta no difosfato de farnesila (FPP), que € o precursor dos sesquiterpenos
(DEWICK, 2001; BASER et al., 2007; ASHOUR et al., 2018).
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FIGURA 2 - BIOSSINTESE DOS TERPENOS.
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MEP - fosfato de metil eritritol; MVA — acido mevalénico; IPP — difosfato de isopentenila; DMAPP —
difosfato de dimetilalila; GPP — difosfato de geranila; FPP — difosfato de farnesila; GGPP — difosfato

de geranil geranila.

Em geral, a regulacdo biossintética dos componentes do 6leo volatil é

definida por expressdo génica, onde a informagdo contida no DNA da planta é

transcrita em RNA, que por sua vez é traduzida em proteinas (TORRES et al.,
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2021), porém, sabe-se que a composicao do OE pode experienciar variagdes
resultantes da influéncia dos fatores intrinsecos (fatores bioquimicos e/ou
genéticos) e extrinsecos (fatores bidticos, abidticos e de agdes antrdpicas)
(BOUYAHYA et al., 2017).

Essa classe de compostos recebe cada vez mais atengao por apresentar
ampla gama de aplicagdes, desde na medicina até nas industrias alimenticias e de
cosméticos (DEWICK, 2001; ASHOUR et al., 2018).

1.3 FAMILIA PIPERACEAE

A familia Piperaceae abrange 5 géneros, dos quais o mais abundante, é o
género Piper com mais de 2500 espécies espalhadas globalmente (MORAES et
al., 2014; DURANT-ARCHIBOLD et al., 2018). Dessas, 700 espécies estao
distribuidas em regides tropicais e temperadas. Somente no Brasil, sao
encontradas cerca de 477 espécies, especialmente na regido da Floresta
Amazbdnica onde localiza-se em abundancia e grande diversidade (GUIMARAES et
al., 2024).

As Piperaceae tém relevancia nas areas comercial, econdmica e medicinal.
Economicamente a mais importante é a Piper nigrum L. (pimenta preta),
comercializada mundialmente como condimento em mercados de especiarias
(PARMAR et al., 1997), sendo o condimento mais antigo utilizado no mundo para
a preservagao de alimentos. No Brasil foi introduzida pelos japoneses no século
passado, demonstrando uma grande adaptacao climatica, levando o pais para o
primeiro lugar na produgao dessa especiaria (SILVA et al., 2014; TAKOOREE et
al., 2019).

A Piper arboreum, conhecida comumente como pau-de-angola ou
jaborandi, apresenta arbustos que crescem de 2 a 4 metros de altura (GUIMARAES
et al., 2006), e € amplamente utilizada na medicina popular brasileira na forma de
cha para o tratamento de bronquites, gripes e reumatismo. Estudos fitoquimicos da
planta  apresentam  sesquiterpenos como  constituintes = majoritarios
(NASCIMENTO et al., 2015).

A Piper hispidum, € uma espécie amplamente distribuida, podendo ser

localizada na América Central, nos Andes e América do Sul. Conhecida
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popularmente como matico ou aperta-jodo, € reportada por sua atividade
antisséptica e para o tratamento de ulceras na pele (ASSIS et al., 2013).

Na area medicinal, os 6leos essenciais de Piperaceae apresentam muitos
efeitos  biolégicos, como analgésico, anti-inflamatérios e propriedades
antioxidantes, em razao da presenca de terpenoides e arilpropanoides. A atividade
antioxidante € de grande importancia na area de cosméticos, para inibir e retardar
acdes de possiveis radicais livres que danificam as células e causam o
envelhecimento (KATO et al., 2007; SILVA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2019).

Os 6leos essenciais de Piper spp. apresentam cada vez mais importancia,
em razdo da sua composigdo quimica e pelas caracteristicas de possuirem
diferentes modo e locais de agdo em insetos, possuindo menor desenvolvimento
de resisténcia quando comparado a inseticidas convencionais e por apresentarem
baixo periodo residual devido a sua alta volatilidade (ISMAN et al., 2020). Foi
relatado que terpenoides e arilpropanoides, como linalol e safrol, respectivamente,
sdo responsaveis pela maior atividade inseticida e de repeléncia a diferentes
espécies de insetos (SOUTO et al., 2012).

1.4 Drosophila suzukii

A familia Drosophilidae € composta por mais de 4 mil espécies espalhadas
globalmente, sendo aproximadamente 1.200 espécies pertencentes ao género
Drosophila, e as mais conhecidas sao: Drosophila suzukii, Drosphila pulchrella,
Drosphila subpulchrella (BENITO et al., 2016; LAVAGNINO et al., 2018). A
Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera: Drosophilidae) € um inseto invasor
gue vem chamando a atencao dos fruticultores, em razdo de ser responsavel por
atacar mais de 60 tipos de plantagdes (MORGAN, 2009; BERNARDI et al., 2016).

Algumas espécies dessa familia sdo capazes de provocar danos em frutos
sadios, como € o caso da D. suzukii, também conhecida como mosca-da-cereja ou
drosdfila-da-asa-manchada (FIGURA 3) (DEPRA et al., 2014). Os danos na
colheita sdo provocados pela fémea da D. suzukii que apresenta um ovipositor
serrilhado utilizado para a inser¢cdo de ovos dentro da fruta. Esses ovos se
alimentam da polpa das frutas, acelerando o processo de amadurecimento e a

queda do fruto. Em consequéncia da oviposicao, é favorecido infecgdes por
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patogenos (bactérias e fungos) e infestagao por outros drosofilideos (BERNARDI
et al., 2016).

FIGURA 3 - IMAGEM DA Drosophila suzukii. A DIREITA E A FEMEA, E A ESQUERDA O MACHO
APRESENTANDO UMA MANCHA NA ASA.

FONTE: SPEARS et al., 2017.

Seu primeiro registro foi em 1918 no Japao, porém somente em 1931, por
Matsumura, descreveu toda sua morfologia e estagios de desenvolvimento. A D.
suzukii € considerada endémica em inumeros paises asiaticos como China, Coréia
do Norte, Coréia do Sul, Taiwan, Paquistdo, Mianmar, Russia, india, Tailandia e
outros. Na década de 80 houve seu primeiro registro fora da Asia, em Oahu no
Havai (CALABRIA et al., 2010; HAUSER, 2011; EMILJANOWICZ et al., 2014). De
acordo com Depra et al. (2014) a primeira noticia desse novo invasor no Brasil foi
na Reserva Bioldgica Estadual de Aguai, Nova Veneza, estado de Santa Catarina,
e no estado do Rio Grande do Sul no ano de 2013 (VILELA et al., 2014).

O potencial de propagagéo da D. suzukii no Brasil € muito expressivo, visto
que mais de 80% dos locais das plantagdes, que servem como hospedeiros, estao
localizadas em climas demasiadamente favoraveis para a fémea colocar seus ovos
(BENITO et al., 2016). Drosophila suzukii usa como hospedeiro frutos da categoria
de pequenas frutas (amoras, cerejas, framboesas, mirtilos e morangos), e outras
de tegumento fragil como péssegos, uvas de mesa e para vinho, e peras (VILELA et
al., 2014).

Os ovos depositados pelas fémeas na superficie dos frutos se desenvolvem

em larvas que se nutrem da polpa da fruta, estragando-as. As lesdes causadas pela
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oviposi¢cao ou por lesdes externas, permitem que patdégenos, como leveduras e
bactérias, penetrem os frutos, acarretando prejuizo financeiro, visto que as fémeas
preferem frutos saudaveis e maduros (BERNARDI et al., 2016; LAVAGNINO et al.,
2018; SOUZA et al., 2021).

FIGURA 4 - CICLO BIOLOGICO DA Drosophila suzukii.
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FONTE: Adaptado de SPEARS et al., 2017.

Devido ao ciclo biolégico curto (cerca de 21 dias, desde a fase do ovo até
a fase adulta) (FIGURA 4) (SPITALER et al., 2020), facil adaptacdo ambiental
(SANCHEZ-RAMOS et al., 2019) e rapido crescimento populacional, aplicagées
frequentes de inseticidas s&o utilizadas para controlar as moscas adultas
(BERNARDI et al., 2016; SOUZA et al., 2021). No entanto 92% da populagéo de
D. suzukii pode existir como ovos, larvas ou pupas em qualquer momento
(EMILJANOWICZ et al., 2014). O uso incontrolado de inseticidas pode resultar até
na letalidade de insetos que nao sao alvos (pragas), como os inimigos naturais. Os
efeitos causados por agroquimicos podem modificar propriedades bioldgicas dos
insetos, como capacidade reprodutiva (SILVEIRA et al., 2003).

O programa de manejo integrado de pragas pode ser melhorado usando
outras taticas de controle destinadas a estagios imaturos. As estratégias utilizadas
devem funcionar em sinergia; assim, a adog¢ao de Oleos essenciais nao pode
reduzir a eficacia do controle biolégico (inimigos naturais). Neste sentido, o controle

racional de insetos-praga por meio de inimigos naturais aliado a utilizacdo de
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bioinseticidas se revelam capazes de regular as pragas em seu ambiente natural,
reduzindo a densidade das populacdes e, consequentemente, os danos as plantas
hospedeiras (FRITZ et al., 2008).

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Este projeto tem como objetivo estudar 6leos essenciais de espécies de
Piper, avaliando o efeito da sazonalidade na composicdo quimica dos Oleos
essenciais das espécies P. arboreum, P. aff. divaricatum, P. fuligineum, P. hispidum
e P. tuberculatum, além da utilizagao dos 6leos essenciais de P. arboreum, P. aff.
divaricatum, P. fuligineum, P. hispidum, P. mikanianum e P. rivinoides no controle

da praga D. suzukii.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar espécies de Piper num periodo de 2 anos, sendo de dez/20 até
nov/21 para fazer o pool para os testes bioldgicos, e de dez/21 até set/22
para o estudo da sazonalidade;

e Extrair 6leos essenciais de espécies de Piper através da hidrodestilagao;

e Caracterizar os 6leos essenciais através da cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM);

e Avaliar o potencial inseticida dos Oleos essenciais das espécies de Piper

para o controle da D. suzukii, através dos testes de oviposi¢&o e topico.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA E SECAGEM DO MATERIAL VEGETAL

As folhas dos materiais botanicos das espécies de Piper (P. arboreum, P.
aff. divaricatum, P. fuligineum, P. hispidum e P. tuberculatum) pré-selecionadas em
pesquisas (KRINSKI et al., 2018; SOUZA et al., 2020) foram coletadas em uma

area de vegetacgao nativa, situada em um remanescente florestal em Tangara da
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Serra - MT (14°41°46.3” S; 57°47'50.0” W, 207 m). As folhas das espécies P.
mikanianum (25°23'19.94" S, 48°33'21.7" W, 908 m) e P. rivinoides (25°24'25.41"
S, 48°64'48.55" W) foram coletadas em Curitiba — PR e Antonina — PR
respectivamente. Apds a coleta, as folhas, de cada espécie, foram
homogeneizadas separadamente e acondicionados em sacos de papel Kraft para
a secagem do material. Posteriormente, as folhas foram secas em estufa de ar
circulante a 40 °C durante 96 h, em seguida, trituradas em moinho de facas. Esta

etapa conta com a colaboragao do Prof. Dr. Diones Krinski — UNEMAT.
3.2 SOLVENTES E REAGENTES

Foi utilizado o hexano grau HPLC (Tedia) para analise no CG-EM. O padrao
de n-alcanos utilizado nas analises foi o C8-C35 (Supelco — 1000 ug mL™"). E para
os testes de oviposicao feitos em D. suzukii foi utilizado acetona 99,0% (Dipa). O
acido propibnico 99,5% (Sigma-Aldrich) foi empregado como conservante na dieta

artificial da D. suzukii.

3.3 EXTRACAO E ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS

As folhas secas e trituradas das espécies de Piper spp. escolhidas para
este estudo, foram submetidas a hidrodestilagdo em aparelho Clevenger
modificado, durante 4 h. Em cada extragéo do éleo, realizada em triplicata, 100,0 g
das folhas foram colocadas em um baldo de 2,0 L contendo 1,0 L de agua destilada
Apos a realizacao da extragdo, o 6leo essencial foi coletado, feito o calculo do
rendimento, e armazenado em freezer até a analise.

A analise quimica dos Oleos essenciais foi realizada pela técnica de CG-
EM. Para isto, a amostra foi diluida a 0,1% (m/v) em hexano grau HPLC e analisada
nas seguintes condi¢des: coluna capilar de silica fundida Rtx-5SMS (5% difenil +
95% dimetil polissiloxano), com 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym. Como gas de arraste
empregado foi hélio com vazao de 1,02 mL min-!, em modo split 1:90, a temperatura
do injetor a 250 °C e o sistema de ionizagao 70 eV. Foi injetado 1 uL de amostra no
cromatografo com a seguinte rampa de aquecimento: temperatura inicial 60 °C até
250 °C, com aquecimento de 3 °C min-'.

Os componentes dos 6leos essenciais foram identificados com base no

indice aritmético (IA), determinados por meio da utilizagdo de uma série homologa
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de hidrocarbonetos lineares saturados contendo de 8 a 35 atomos de carbono,
injetados nas mesmas condi¢gdes cromatograficas. Por meio do programa
interpretativo automatico, os espectros de massas dos compostos detectados
foram comparados com os espectros existentes na biblioteca de massas NIST 14
(NIST, Gaithersburg, USA) e pela analise visual comparativa com os espectros de
massas da literatura Adams (2017).

O indice aritmético foi calculado utilizando a equagao abaixo (Equagéao 1):

tr(x) —tr(z)
tr(z+ 1) — tr(z)

[A =100 [Z-l-

Onde:

z: numero de atomos de carbono do hidrocarboneto padrao;

tr(x): tempo de retengéo do analito, cujo valor encontra-se entre tr(z) e
tr(z+1);

tr(z): tempo de retencéo do hidrocarboneto padrao com z atomos de
carbono;

tr(z+1): tempo de retengéo do hidrocarboneto padrdo com z+1 atomos de

carbono.

3.4 CRIACAO DA Drosophila suzukii

Espécimes de D. suzukii empregados em todos os bioensaios foram
obtidos a partir da criag&do estabelecida em ambiente climatizado a 25 + 1 °C, 70%
+ 10% umidade relativa (UR) e fotoperiodo de 12 h. Os imaturos e adultos de D.
suzukii foram acondicionados em garrafas (290,0 mL) contendo dieta artificial com
agar (8,0 g), farinha de milho (80,0 g), levedura (40,0 g), metil parabeno (0,8 g
dissolvidos em 8,0 mL de alcool etilico com pureza de 99,9%), acucar (100,0 g) e
acido propidnico (3,0 mL), as quais foram tamponadas com algodao hidréfilo
(SCHLESENER et al., 2018). Antes de cada bioensaio, adultos com £ 7 dias de
idade foram privados de alimento por 8 h, mas com fornecimento de agua por meio
de mechas de algodao hidrdfilo.

A criacdo massal dos insetos e os testes de oviposi¢cao e topico foram

realizados no laboratério Angelo Moreira da Costa Lima — UFPR, sob
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responsabilidade da Profa Dra. Maria Aparecida Zwadneck. Esta etapa conta com

a colaboracao das Dras. Michele e Mireli Trombin.

3.5 PREPARACAO DO POOL

Para a realizagao dos bioensaios foi preparado o pool dos 6leos essenciais
das espécies P. arboreum, P. aff. divaricatum, P. fuligineum e P. hispidum, que
consiste no agrupamento dos 6leos essenciais (de cada espécie individualmente)
nas quatro estagdes do ano (coletados em dezembro/20 a novembro/21). Antes do
agrupamento, os Oleos essenciais foram analisados individualmente (em triplicata,
de cada estagéo) pelo GC-EM, e verificou-se que a composi¢céo quimica dos oleos
essenciais, nao variava significativamente, permitindo agrupar as amostras.

Para as espécies P. mikanianum e P. rivinoides foram utilizados os 6leos
volateis de apenas uma estacdo do ano, que estava disponivel no laboratério de

pesquisa.

3.6 BIOENSAIOS

3.6.1 Oviposicao

Como substrato de oviposigao foram preparados frutos artificiais com agar
(19,0 g), gelatina de framboesa (10,0 g), metil parabeno (8,0 mL, consistindo em
0,80 g dissolvido em 8,0 mL de alcool etilico 99,9%), e agua destilada (refluxo;
850,0 mL) (SCHLESENER et al., 2017). Com auxilio de um pulverizador manual foi
aplicado sobre os frutos artificiais os pools individuais dos 6leos essenciais de Piper
spp. (P. arboreum, P. aff. divaricatum, P. fuligineum, P. hispidum, P. mikanianum e
P. rivinoides) na concentracdo de 2,0% em acetona. Estes frutos artificiais foram
colocados em uma sala com ar condicionado (25 + 1 °C, 70% = 10% UR e
fotoperiodo de 12 h) por trés horas para evaporacao do excesso de umidade.

Os frutos artificiais individualmente foram acondicionados em um recipiente
plastico (5600,0 mL), coberto na parte superior com tecido de voile para permitir as
trocas gasosas com o ambiente interno e externo do recipiente. Trés casais de D.
suzukii (idade de 7 dias) que haviam acasalado anteriormente foram entado

liberados. Apds 24 h, os adultos foram removidos e os ovos depositados em cada
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fruto artificial foram contados usando um microscépio estereoscépico. O

experimento foi feito em blocos ao acaso, com 30 replicatas por tratamento.

3.6.2 Aplicacao Topica

Adultos de D. suzukii (20 insetos) com sete dias de idade foram separados
e colocados em tubos de vidro transparente (1,3 cm de didmetro x 10,0 cm de
comprimento), os quais foram fechados na parte superior com algodéo hidrofilo.
Posteriormente, as moscas foram transferidas para uma placa de petri (9,0 cm de
didmetro), forrada com papel de filtro e sedadas em éter etilico por 40 a 60 s para
impedir sua fuga, para a aplicagado dos tratamentos (2,0 mL de solugédo de 6leo
essencial em acetona), nas concentragdes de 0,2%, 0,4%, 0,8%, 1,0%, 1,5% e
2,0%, com auxilio de um pulverizador manual. Apés a pulverizagéo, os insetos
foram colocados em tubos de vidro contendo dieta artificial. Nas primeiras 24 h a
mortalidade foi avaliada em intervalos de 1 h apds a exposi¢ao as solucdes. E apds
esse periodo, a cada 24 h até 120 h. O delineamento experimental foi realizado

com 4 repeticdes de cada oleo essencial das seis espécies de Piper.

3.7 ANALISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS

A partir dos dados obtidos na identificagao dos 6leos essenciais em fungao
da sazonalidade, foi realizada a Analise de Componentes Principais (PCA), do
inglés ACP — Principal Component Analysis, analisados pela extensdo PLS_toolbox
8.2 (Eigenvector, USA) no software MATLAB 2018a. Foram avaliadas diferentes
pré-tratamentos e métodos de selecao de variaveis de forma a se obter os padrées
de agrupamento tanto por espécie de planta quanto por estagdo do ano. Essa etapa
conta com a colaboracdo do Prof. Dr. Frederico Luis Felipe Soares, do

Departamento de Quimica — UFPR.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O projeto tem dois focos de estudos envolvendo o6leos essenciais de

espécies de Piper. O primeiro € um estudo de sazonalidade e o segundo é o
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controle da praga Drosophila suzukii com o uso dos 6leos essenciais. Inicialmente
esta discutido os 6leos essenciais em fungao da sazonalidade.

Os oleos essenciais das cinco espécies de Piper (P. arboreum, P. aff.
divaricatum, P. fuligineum, P. hispidum e P. tuberculatum) foram extraidos em
meses alternados (dezembro de 2021, fevereiro, maio e agosto de 2022) na regiao
de Tangara da Serra — MT onde existe apenas duas estagbes do ano, chuvosa

(novembro a abril) e seca (maio a outubro).

4.1 RENDIMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O rendimento dos 6leos essenciais de cinco espécies de Piper (TABELA 1)
foi calculado a partir da massa de 6leo essencial obtida em relagdo a massa de
folhas secas utilizadas para a extragéo (em triplicata) (100 g de material vegetal).
Os maiores rendimentos obtidos foram de P. hispidum no més de fevereiro (0,96 *
0,24) e agosto (0,44 + 0,07), e de P. arboreum no més de maio (0,43 £ 0,04) e de
dezembro (0,39 £ 0,02). Os menores valores de rendimento foram das espécies de
P. fuligineum em dezembro (0,05 + 0,04) e P. tuberculatum em todos os meses
coletados.

Estudos descritos na literatura relatam que a composi¢cao quimica do OE é
influenciada pela variacdo sazonal, porém mais em termos quantitativos do que
qualitativos (JEMAA et al., 2012).

TABELA 1 — RENDIMENTOS DOS OLEOS ESSENCIAIS (%) DAS ESPECIES Piper arboreum,
Piper aff. divaricatum, Piper fuligineum, Piper hispidum e Piper tuberculatum.

Més Dezembro* Fevereiro* Maio* Agosto*

P. arboreum 0,39 £ 0,02 0,24 £ 0,05 0,43 + 0,04 0,38 £ 0,08

P. aff. divaricatum 0,11 + 0,03 0,16 = 0,01 0,27 £ 0,03 0,33 +0,02

P. fuligineum 0,05+ 0,04 0,18 £ 0,00 0,20 £ 0,02 0,26 £ 0,00

P. hispidum 0,29 £ 0,02 0,96 £ 0,24 0,36 £+ 0,10 0,44 + 0,07

P. tuberculatum 0,05+ 0,01 0,02 £ 0,01 0,07 £ 0,00 0,10 £ 0,02
*Média dos rendimentos obtidos das extragdes realizadas em ftriplicata.

Piper aff. divaricatum € uma espécie nova, esta sob identificacdo botanica
que quando finalizada, recebera um nome préprio. Sua grande semelhanga
botanica com P. divaricatum nos permite comparar seus 0Oleos essenciais. Os

rendimentos de seus 6leos essenciais foram menores do que os ja reportados na
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literatura para a espécie P. divaricatum (SILVA et al., 2014a; SILVA et al., 2014b;
SOUTO et al., 2012). Ja para P. arboreum e P. hispidum os valores de rendimento
nos meses coletados correspondem com os apresentados em outros estudos,
0,10% a 1,12% e 0,30% a 1,00% respectivamente (SILVA et al., 2014;
POTZERNHEIM et al., 2006; LIMA et al., 2019; DUTRA et al., 2020). Os valores de
rendimento para P. tuberculatum encontram-se dentro do que foi relatado na
literatura, que variam de 0,02% a 0,70% (CYSNE et al., 2005; LAVOR et al., 2014;
MORANDIM-GIANNETTI et al., 2010).

Analises feitas em outras pesquisas relacionam a diferenca no rendimento
ao estagio do ciclo vegetativo da planta, em que plantas no estagio inicial
apresentam maior rendimento do 6leo essencial quando comparado ao estagio de
maturagdo maxima (LI et al., 2013; LIU et al., 2015). Porém, sabe-se que cada
espécie de planta responde de formas diferentes a estes fatores. Outros possiveis
fatores para a diferenga no rendimento podem estar relacionados a disponibilidade
hidrica, caracteristicas do solo, quantidade de luz incidente, temperatura, clima e
altitude (FIGUEIREDO et al., 2008).

Para uma melhor compreensao na analise dos 6leos essenciais de cada
espécie de Piper, e na classificacdo das estacdes na regidao (estagdes chuvosa e
seca), além de avaliar possiveis fatores que possam vir a influenciar na composi¢ao
quimica dos O6leos essenciais, na TABELA 2 pode-se observar os dados de
precipitacdo total mensal e temperatura média mensal nos meses de coleta e

antecessor a eles na regido de Tangara da Serra.
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TABELA 2 - PRECIPITACAO TOTAL E TEMPERATURA MENSAL EM TANGARA DA SERRA.

~ N Precipitacao Temperatura média
Estagdo Mes total meil)‘lsa?(mm) rﬁensal (°C)
nov/21 133,0 25
dez/21* 2,0 26
Chuvosa jan/22 0,0 26
fev/22* 0,2 26
mar/22 1,4 24
abr/22 2,0 25
total 138,6 -
mai/22* 0,0 23
jun/22 109,6 22
Seca jul/22 0,0 25
ago/22* 26,2 24
set/22 18,4 26
total 154,2 -

FONTE: Instituto Nacional de Metereologia - INMET
*Meses de coleta das cinco espécies de Piper

4.2 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Piper arboreum

A partir da integragao das areas dos picos nos cromatogramas foi possivel
obter a area relativa de cada constituinte presente na amostra, possibilitando a
identificacao de 62 compostos nos diferentes meses analisados (TABELA 3),
pertencentes as classes: monoterpenos, monoterpenos  oxigenados,
sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados. O cromatograma da analise do OE

das folhas secas no més de dezembro esta na FIGURA 5.

FIGURA 5 - CROMATOGRAMA DA Piper arboreum NO MES DE DEZEMBRO (ESTACAO
CHUVOSA).
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Na composigédo dos Oleos essenciais nos quatro meses coletados, foram

observados os compostos majoritarios biciclogermacreno (8,43% - 19,14%), (E)-
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cariofileno (8,08% - 9,72%) e germacreno D (6,53% - 8,58%). Nos meses de
dezembro e maio o composto majoritario foi o espatulenol (6,92% - 6,75%). Em
agosto tem-se como majoritario o a-felandreno (5,35%).

Alguns compostos como a-copaeno, amorfa-4,7(11)-dieno e y-amorfeno
foram encontrados apenas em dezembro. Ja o composto -selineno foi identificado
somente nos meses de maio e agosto. O QUADRO 1 mostra as estruturas dos
compostos majoritarios nas cinco espécies de Piper ao longo dos quatro meses
analisados.

De acordo com Silva et al. (2014a) os compostos maijoritarios presentes
nas folhas da P. arboreum do Distrito de Una - Bahia, foram: biciclogermacreno
(28,70%), B-copaen-4-a-ol (13,30%) e (E)-cariofileno (8,60%). Em outro estudo,
Lima et al. (2019) observou a presenca dos majoritarios: biciclogermacreno
(23,70%), (E)-cariofileno (18,00%) e &-elemeno (5,00%) nas folhas coletadas no
verdo em Nossa Senhora do Socorro - Sergipe. Dutra et al. (2020) também
observou (E)-cariofileno (8,20%) e germacreno D (6,50%) como majoritarios, além
de zingibereno (14,90%).

Na pesquisa de Navickiene et al. (2006), a coleta ocorreu em Ibaté - SP, e
os majoritarios foram: biciclogermacreno (49,50%), (E)-cariofileno (25,10%) e
germacreno D (9,60%). No estudo de Potzernheim et al. (2006) ocorrido na
Fazenda Sucupira em Brasilia, foi verificado também a presenca de
biciclogermacreno (12,10%) e outros majoritarios como B-eudesmol (11,60%) e
oxido de cariofileno (10,20%). Na maior parte desses estudos a variabilidade
quimica dos 6leos essenciais foi observada em regides geograficas diferentes, com
diferencas no clima, solo e outros fatores, tornando dificil a distingdo com precisao
entre os fatores genéticos e ambientais como sendo os causadores na mudanga

da composicao do dleo essencial.
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QUADRO 1 - COMPOSTOS MAJORITARIOS PRESENTES NAS CINCO ESPECIES DE Piper.
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Pelo grafico (FIGURA 6) observou-se que ha uma predominancia de
sesquiterpenos (média de 58,63%), sesquiterpenos oxigenados (aproximadamente
16,84%), e monoterpenos (cerca de 7,89%) nos quatro meses analisados. O odleo
essencial da planta no més de dezembro foi 0 Unico que apresentou monoterpenos
oxigenados (0,62%).

FIGURA 6 - GRAFICO DAS CLASSES DE COMPOSTOS DO OLEO DE Piper arboreum.
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Os perfis dos 6leos essenciais de P. arboreum coletadas em fevereiro e em
maio sao similares, sendo ambos constituidos por sua maioria de sesquiterpenos
(média de 61,24%), e apresentam quantidades proximas de monoterpenos (cerca
de 3,88%).

Observa-se que a classe de monoterpenos foi encontrado em maiores
proporgdes no més de dezembro e no més de agosto, sendo esse ultimo o més de
maior producgdo desta classe (16,34%). Na TABELA 2 é possivel observar que no
més de dezembro (estacao chuvosa) teve uma precipitagao total mensal de 2,0 mm
com uma temperatura média mensal de 26 °C, ja para o més de agosto (estagao
seca) a precipitacédo foi de 26,2 mm e temperatura de 24 °C. O fator precipitagcao
pode estar influenciando na biossintese dessa classe, considerando que os meses
de fevereiro e maio tiveram as menores taxas de precipitacdo e as temperaturas
foram proximas entre todos os meses.

Para a classe de sesquiterpenos observa-se que o perfil tende a crescer
conforme vai saindo da estacdo chuvosa e entrando na estagao seca, e a medida

que a temperatura vai diminuindo. Na classe de sesquiterpenos oxigenados pode-
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se verificar um comportamento ciclico, em que os meses de maiores proporgcdes
sdo dezembro e maio, e os de menores valores sao fevereiro e agosto. Observa-
se que ha uma diminui¢cado da classe de sesquiterpenos e um aumento na classe

de sesquiterpenos oxigenados.

4.2.1 Analise de Componentes Principais do Efeito da Sazonalidade nos 6leos

essenciais de Piper arboreum

Procurando uma melhor visualizagdo das similaridades e/ou diferencas
entre as amostras nos diferentes meses do ano, foi realizado a Anadlise de
Componentes Principais (ACP). Para a analise avaliaram-se 0s scores e 0s
loadings, considerando os valores das réplicas para cada més.

No grafico de scores (FIGURA 7) dos OEs obtidos das folhas secas da P.
arboreum, nota-se que a Componente Principal 1 (PC1) explica 52,31% da
variancia dos dados e a Componente Principal 2 (PC2) explica 23,68%, totalizando
em 75,99% da variancia dos dados. Tais PCs sao suficientes para apontar as
diferencas da composicao entre os 6leos essenciais em todos os meses. Para a
PC1, uma diferenga significativa foi apontada entre os meses dezembro e agosto,
enquanto entre os meses fevereiro e maio ndo houve grande discriminagdo. Por
outro lado, a PC2 conseguiu apresentar uma diferenga entre as amostras coletadas

em maio e fevereiro.
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FIGURA 7 - GRAFICO DE SCORES DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Piper arboreum.
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FIGURA 8 - GRAFICO DE LOADINGS CORRESPONDENTE A SAZONALIDADE DOS OLEOS
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Pelo gréfico de loadings (FIGURA 8) pode-se observar que os compostos

responsaveis pela variagcdo na composi¢cao para o més de dezembro foram a-
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pineno, é-cadineno e (E)-nerolidol Para o més de fevereiro é possivel observar no
grafico que tanto para a PC1 quanto para PC2 este més esta bem centralizado nao
apresentando uma diferenca significativa nos compostos presentes no oleo
essencial da P. arboreum. Para o més de maio foram o y-muuroleno, a-eudesmol
e 1-epi-cubenol, para o més de agosto os compostos biciclogermacreno,
germacreno D, a-felandreno, 3-6-careno e trans-cadina-1(6).4-dieno os
responsaveis pela variacdo na composicido do 6leo quando comparado com o0s

demais meses.

4.3 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Piper aff. divaricatum

A P. aff. divaricatum esta sendo identificada como uma espécie nova, ainda
sem nome, e por apresentar uma grande afinidade com a P. divaricatum, leva em
seu nome o affinis (aff). No 6leo essencial foi identificado em média 90,33% dos
compostos das folhas secas de P. aff. divaricatum, totalizando a identificagdo de 62
compostos nos quatro meses estudados (TABELA 4). O cromatograma da analise
do OE no més de dezembro esta na FIGURA 9.

FIGURA 9 - CROMATOGRAMA DA Piper aff. divaricatum NO MES DE DEZEMBRO (ESTACAO
CHUVOSA).
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Foi encontrado como composto majoritario em todos os meses a miristicina,
em maiores quantidades em fevereiro (36,74%) e maio (28,01%). Nos meses de
dezembro e agosto se observou outro composto majoritario: germacreno D (13,28%
e 18,28% respectivamente) (QUADRO 1). No més de agosto apresentou
majoritarios como a-pineno (11,11%), biciclogermacreno (6,78%) e a-felandreno
(6,39%).
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Constituintes como cis-muurola-4(14),5-dieno (0,93%) e cis-B-guaieno
(0,92%) foram encontrados somente no 6leo essencial de P. aff. divaricatum de
maio. Para os compostos: a-guaieno (0,86%), trans-muurola-4(14),5-dieno (1,43%)
e y-amorfeno (0,87%) foram observados apenas em fevereiro. Sesquiterpenos
como a-copaeno (3,82% e 2,25%) e B-cubebeno (0,88%) foram verificados em
dezembro e agosto respectivamente. A FIGURA 11 mostra as estruturas dos
compostos responsaveis pela variancia dos dados dos OEs da P. aff. divaricatum.

Ao comparar os dados de P. aff. divaricatum, com os dados da literatura de
P. divaricatum € possivel notar que ha diferencas na composicao dos oleos
essenciais. A seguir, os relatos referentes aos 6leos essenciais de P. divaricatum.
Segundo Silva et al. (2014a) no Distrito de Una na Bahia, os compostos majoritarios
foram: germacreno D (9,40%), valenceno (11,10%) e y-cadineno (11,00%). Em
outro trabalho, realizado na Serra de Guaramiranga no Ceara, por Almeida et al.
(2009) os constituintes majoritarios foram B-pineno (19,30%), linalool (19,30%) e a-
pineno (13,60%). Silva et al. (2014b) observaram nos 6leos essenciais compostos
majoritarios como metileugenol (77,10%) e eugenol (7,90%). No trabalho de Souto
et al. (2012) em Breves no Para, verificou-se também a presenca dos mesmos
arilpropanoides relatados no trabalho de Silva: metileugenol (69,20%) e eugenol
(16,20%) como compostos majoritarios. Pereira et al. (2021) em Mangaratiba no
Rio de Janeiro, observou a presenga de majoritarios como germacreno D (24,70%),
biciclogermacreno (8,20%) e a-copaeno (6,86%).

Apesar de neste trabalho apresentar majoritarios como germacreno D no
Oleo essencial de P. aff. divaricatum nos meses de dezembro e agosto, assim como
foi relatado nos trabalhos de Silva et al. (2014b) e Pereira et al. (2021), e 0 a-pineno
no més de agosto tal qual no estudo de Almeida et al. (2009), ndo se observou a
presenca de miristicina em outros trabalhos descritos na literatura. Para a espécie
P. aff. divaricatum, pode-se observar o composto, em todos os meses estudados,

apresentando uma alta porcentagem na totalidade identificada do éleo.
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Pode-se observar (FIGURA 10) que ha a predominancia das classes de
sesquiterpenos e arilpropanoides em todos os meses estudados. A classe de
monoterpenos apresenta seus maiores valores nos meses de dezembro e de
agosto, chegando em seu maximo no em agosto (34,59%). A maior precipitagao
ocorreu em agosto, seguida por dezembro e depois em maio e fevereiro muito
proximas. Como observado para P. arboreum, aqui também se repete uma

tendéncia de maior teor dos monoterpenos quando ocorre maior precipitagao.

FIGURA 10 - GRAFICO DAS CLASSES DE COMPOSTOS DO OLEO DE Piper aff. divaricatum.

50,0
45,0

40,0
35,0
~30,0
x
©25,0
©
N}
2200
15.0
10,0
5.0 i j
0.0

Dezembro Fevereiro Maio Agosto

H monoterpenos Hsesquiterpenos 4 sesquiterpenos oxigenados W arilpropanoides

A classe de arilpropanoides apresenta seus valores maximos nos meses
de fevereiro (36,74%) e maio (28,01%), e o menor valor no més de agosto (11,47%).
Essas concentragdes estdo em concordancia com menores valores de precipitagao
nos meses de fevereiro e maio, e podera ter a influéncia na biossintese dessa
classe.

Para a classe de sesquiterpenos ha um comportamento ciclico, sendo que
em fevereiro (35,43%) ha uma diminuigdo quando comparado ao més de dezembro
(37,30%), aumentando no més de maio (45,90%) e diminuindo novamente em
agosto (42,84%). Entende-se que provavelmente a questao hidrica e a temperatura
nao séo os fatores determinantes que alteram na propor¢éo desta classe.

Na classe de sesquiterpenos oxigenados nota-se que ha um aumento em
seus valores nos meses de dezembro (14,36%) e fevereiro (14,39%), sendo os

meses que apresentam maiores temperaturas (26 °C) quando comparado aos
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meses de maio (12,70%) e agosto (6,28%) com menores temperaturas (23 e 24 °C

respectivamente).

4.3.1 Analise de Componentes Principais do Efeito da Sazonalidade na oleos

essenciais de Piper aff. divaricatum

Realizou-se a Analise de Componentes Principais (ACP) para uma melhor
visualizacdo das semelhancas e/ou diferengas entre as amostras em diferentes
meses do ano. Para a analise avaliaram-se os scores e os loadings, considerando
os valores das réplicas para cada més, para avaliar as distingdes nos oleos
essenciais de cada uma das amostras.

No grafico de scores (FIGURA 11) dos dleos de P. aff. divaricatum, foi
observado que a Componente Principal 1 (PC1) explica 64,48% da variancia dos
dados e a Componente Principal 2 (PC2) explica 19,54% totalizando em 83,02%
da variancia dos dados. Essa porcentagem é suficiente para apontar as diferengas
na composigao entre os 6leos extraidos em meses alternados. Nota-se pela PC1 a
diferenca dos OEs dos meses de dezembro, fevereiro e agosto. Pela PC2

observou-se a diferenga entre os meses de fevereiro e maio.

FIGURA 11 - GRAFICO DE SCORES DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Piper aff. divaricatum.
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FIGURA 12 - GRAFICO DE LOADINGS CORRESPONDENTE A SAZONALIDADE DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE P/per aff. divaricatum.
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Pelo grafico de loadings (FIGURA 12) dos OEs pode-se observar que os
compostos germacreno D e p-cubebeno sdo responsaveis pela variagdo na
composi¢cdo no més de dezembro. Para o més de fevereiro, miristicina é o
responsavel pela diferenca quando comparado com os outros meses, devido a sua
maior concentracdo, e os compostos y-eudesmol, a-epi-muurolol e a-ylangeno
também colaboram na diferenciacdo. Para o més de maio os compostos
responsaveis pela variancia na composi¢cdo sao a-copaeno, y-muuroleno e
cubebol. Ja para o més de agosto, limoneno, biciclogermacreno a-pineno sao os

responsaveis pela diferenga na composi¢ao se comparado com 0s outros meses.

4.4 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Piper fuligineum

No 6leo essencial de folhas secas de P. fuligineum foram identificados 51
compostos, totalizando 88,59% da composigéo total do 6leo em todos os meses
estudados (TABELA 5). O cromatograma da analise do OE no més de dezembro
esta na FIGURA 13.



50

FIGURA 13 - CROMATOGRAMA DA Piper fuligineum NO MES DE DEZEMBRO (ESTACAO
CHUVOSA).

O biciclogermacreno foi um dos compostos majoritarios para todos os
meses analisados, apresentando porcentagens maiores para 0s meses de
dezembro (15,80%) e maio (14,82%). O (E)-cariofileno e germacreno D também
foram compostos majoritarios em todos os 4 meses, em maior teor no més de
agosto (13,85%) e maio (13,48%), respectivamente (QUADRO 1). Em fevereiro,
observou-se o y-muuroleno (8,61%) entre os majoritarios. No més de agosto, outros
constituintes majoritarios também foram identificados, como o (E)-B-ocimeno
(10,67%) e B-pineno (10,19%).

Observa-se que os compostos a-copaeno (2,39%) e y-gurjuneno (1,21%)
estavam presentes apenas no més de maio. Os constituintes (E)-nerolidol (3,16%
e 2,53%), linalool (0,92% e 0,57%) e (E,E)-a-farneseno (2,23% e 1,14%) foram
encontrados apenas nos meses de dezembro e fevereiro. O sesquiterpeno
oxigenado espatulenol, apesar de ser identificado em todos os meses, apresentou
maior teor no més de fevereiro (5,13%) e maio (9,69%).

Em estudos recentes, Krinski et al. (2018) apresentam como compostos
majoritarios a asaricina (10,80%), o &-cadineno (6,69%) e o biciclogermacreno
(5,64%). Ja para o 6leo essencial deste trabalho, biciclogermacreno foi um dos
compostos majoritarios e o d-cadineno foi observado em menores concentragdes
em todos os meses analisados (3,10% a 4,80%), e nao foi detectada a presenga
de asaricina, um arilpropanoide. Sabe-se que a biossintese de terpenos (caminho
do MVA e caminho do MEP) e arilpropanoides (via acido chiquimico) sdo por rotas
biossintéticas diferentes, uma possivel explicacdo para a divergéncia de resultados
seria que uma mesma espécie de planta coletada em regides geograficas
diferentes pode apresentar variagdes, originando diferentes quimiotipos. A planta

tende a se adaptar as diferencas singulares de cada regido, como diferentes tipos
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de solo, diferentes altitudes, herbivoria, exposicdo solar e outros fatores
(FIGUEIREDO et al., 2008). No estudo descrito na literatura, a espécie de P.
fuligineum foi coletada na regido de Sao Paulo, e para este estudo a coleta foi

realizada no Mato Grosso.
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Pode-se verificar no grafico (FIGURA 14) que as classes predominantes
encontradas no Oleo essencial da P. fuligineum sdo os sesquiterpenos e
sesquiterpenos oxigenados, e a auséncia de arilpropanoides em todos os meses.
Os perfis das composicoes dos 6leos nos meses de dezembro e fevereiro sao muito
semelhantes, sendo os dois constituidos principalmente por sesquiterpenos,

seguido de sesquiterpenos oxigenados e monoterpenos.

FIGURA 14 - GRAFICO DAS CLASSES DE COMPOSTOS DO OLEO DE Piper fuligineum.
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Na classe de monoterpenos é possivel observar que ha um padréao ciclico,
tendo o seu valor minimo em dezembro (5,93%), aumenta no més de fevereiro
(9,31%), ha uma decaida no més de maio (6,68%), obtendo seu valor maximo em
agosto (28,80%). Os monoterpenos oxigenados foram observados apenas nos
meses de dezembro e fevereiro, nos quais tiveram suas temperaturas médias
maximas (26 °C), como pode ser visto na TABELA 2.

A classe de sesquiterpenos também apresenta um padrao ciclico, porém
seu valor maximo é obtido no més de dezembro (64,44%), decaindo em fevereiro
(55,83%), tendo um aumento no més de maio (61,91%) e por fim, caindo
novamente no més de agosto (56,22%). Entende-se que provavelmente a questao
hidrica e a temperatura ndo séo os fatores determinantes que alteram na proporg¢ao

desta classe para esta espécie.
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Os sesquiterpenos oxigenados possuem um padrao diferente, em que ha
um crescimento do més de dezembro (17,54%) para o més de fevereiro (18,41%)
e novamente para o més de maio (19,80%) atingindo seu valor maximo antes de

atingir seu minimo no més de agosto (7,35%).

4.4.1 Analise de Componentes Principais do Efeito da Sazonalidade nos oleos

essenciais de Piper fuligineum

Procurando uma melhor visualizagdo das similaridades e/ou diferencas
entre as amostras nos diferentes meses do ano, foi realizado a Analise de
Componentes Principais (ACP). Para a analise avaliaram-se os scores e os
loadings, considerando os valores das réplicas para cada més.

Pelo grafico de scores (FIGURA 15) dos OEs de P. fuligineum, notou-se
que a Componente Principal 1 (PC1) explica 43,38% e a Componente Principal 2
(PC2) explica 26,43%, totalizando 69,81% da variancia dos dados, que ajudaram a
elucidar as diferengas e semelhancas entre os 6leos extraidos em diferentes meses
do ano. Através da PC1, observou-se a diferengca do més de agosto para os demais
meses pela variancia na composigao dos Oleos essenciais. E através da PC2 notou-

se a distincdo do més de maio para o més dedezembro.
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FIGURA 15 - GRAFICO DE SCORES DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Piper fuligineum.
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FIGURA 16 - GRAFICO DE LOADINGS CORRESPONDENTE A SAZONALIDADE DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE Piper fuligineum.
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No grafico de loadings (FIGURA 16) pode-se notar que os compostos

biciclogermacreno e linalool sdo responsaveis pela variancia no més de dezembro
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se comparado com os demais meses. Para as amostras do més de fevereiro, é
possivel observar uma centralizagdo para a PC1, ou seja, ndo ha uma diferenga
significativa nos compostos presentes no 6leo essencial deste més. Para o més de
maio, os compostos espatulenol, germacreno D, a-copaeno e globulol sdo os
principais responsaveis pela variancia. E para o més de agosto o B-pineno, a-
ylangeno e a-pineno séo responsaveis pela diferenga na composi¢cdo do éleo

essencial.

4.5 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Piper hispidum

Foram identificados 50 compostos no 6leo essencial de P. hispidum nos
quatro meses estudados (TABELA 6), totalizando 86,98% (média) da composigao
total do 6leo. O cromatograma da analise dos OEs do més de dezembro esta na
FIGURA 17.

FIGURA 17 - CROMATOGRAMA DA Piper hispidum NO MES DE DEZEMBRO (ESTAGAO
CHUVOSA).
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O odleo essencial apresentou como compostos majoritarios nos 4 meses
estudados, o biciclogermacreno (12,09% e 11,87%), germacreno D (9,73% e
8,65%) e y-muuroleno (8,80% e 8,03%) em maiores concentragdes para agosto e
maio, respectivamente. O espatulenol estava presente como majoritario em todos
0s meses analisados, porém em maior teor no més de fevereiro (8,83%) e
dezembro (6,41%) (QUADRO 1).

O sesquiterpeno &-cadineno foi um dos majoritarios nos meses de maio
(8,87%) e agosto (8,88%), porém nao observou sua presenga nos outros dois
meses, dezembro e fevereiro. Em maio e agosto, o (E)-cariofileno (6,91% e 5,85%)

e o aromadendreno (5,26% e 5,87%) apresentaram maiores concentragdes. O
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sesquiterpeno oxigenado cubenol foi encontrado apenas em maio (2,43%) e agosto
(2,32%). E o monoterpeno a-cadinol esteve presente somente no 6leo essencial da
planta no més de dezembro (2,70%) e fevereiro (4,77%).

De acordo com Potzernheim et al. (2006), os componentes majoritarios
encontrados no 6leo essencial de P. hispidum coletada em Brasilia foram: 8-pineno
(19,70%), a-pineno (9,00%), 6-3-careno (7,40%), a-cadinol (6,90%) e espatulenol
(6,20%). Em outro trabalho, (ASSIS et al., 2013), a espécie foi coletada em Ilhéus,
na Bahia, e os majoritarios foram: y-cadineno (13,20%), khusimeno (12,10%), -
pineno (12,00%) e ledol (8,80%). Silva et al. (2014), em seu estudo cuja coleta das
folhas ocorreu no Para, observaram a presenca de (E)-cariofileno (10,50%), a-
humuleno (9,50%), 6-3-careno (9,10%), a-copaeno (7,30%) e limoneno (6,90%)
como maijoritarios. Em um estudo mais recente, no Sergipe, Lima et al. (2019)
observaram a presenga de majoritarios como germacreno D (31,00%), 6-3-careno
(19,10%), (E)-cariofileno (14,90%) e biciclogermacreno (6,20%).

Nos estudos citados acima (com exceg¢ao do estudo realizado por Assis et
al., (2013) foi observado a ocorréncia do monoterpeno 6-3-careno. Neste trabalho,
em que a coleta ocorreu no Mato Grosso, esse composto foi encontrado somente
no més de maio e em concentragdes muito baixas (0,57%). Na maior parte destes
estudos a variabilidade quimica dessa espécie foi observada em regides
geograficas diferentes, com climas, tipos de solo, entre outros fatores, tornando
dificil a distingdo com precisao entre os fatores genéticos e ambientais como sendo

os causadores na mudanga da composigao do 6leo essencial.
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No grafico (FIGURA 18) observa-se que os meses analisados sao
constituidos majoritariamente por sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados. E
possivel notar que ha uma auséncia de monoterpenos e monoterpenos oxigenados
no més de fevereiro, porém mesmo nos meses que sao encontrados essas classes,

os valores sdo muito baixos.

FIGURA 18 - GRAFICO DAS CLASSES DE COMPOSTOS DO OLEO ESSENCIAL DE Piper

hispidum.
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Na classe de sesquiterpenos pode-se observar um perfil crescente desde
0 més dezembro (65,26%) até agosto (79,32%), apresentando uma pequena queda
no més de maio (62,52%). Os sesquiterpenos oxigenados possuem seus valores
maximos nos meses de dezembro (13,26%) e fevereiro (20,10%), sendo possivel
observar através da TABELA 2 que ambos os meses pertencem a estacao
chuvosa, porém com baixo indice de precipitagao, 2,0 e 0,2 mm, respectivamente,
e com temperaturas médias de 26 °C.

4.5.1 Analise de Componentes Principais do Efeito da Sazonalidade nos 6leos

essenciais de Piper hispidum

Realizou-se a Analise de Componentes Principais (ACP) para uma melhor

visualizacdo das semelhancas e/ou diferengas entre as amostras em diferentes
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meses do ano. Para a analise avaliaram-se os scores e os loadings, considerando
os valores das réplicas para cada més, para avaliar as distingdes nos oleos
essenciais de cada uma das amostras.

No grafico de scores (FIGURA 19) dos OEs das folhas secas de P.
hispidum, foi observado que a Componente Principal 1 (PC1) explica 64,01% e a
Componente Principal 2 (PC2) explica 15,07%, totalizando 79,08% da variancia dos
dados entre os OEs extraidos em meses alternados durante o ano. No entanto, &
possivel observar que a diferenciagado entre os meses de dezembro e fevereiro ndo
ficou muito evidenciada. Porém houve uma variagédo nos meses de maio e agosto
como pode ser visto na PC2, evidenciando a diferenca na composicdo dos 6leos

quando comparado com 0s outros meses.

FIGURA 19 - GRAFICO DE SCORES DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Piper hispidum.
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Pelo grafico de loadings (FIGURA 20) observou-se que nos meses de
dezembro e fevereiro ndo houve uma diferenga significativa, porém os compostos
que os diferenciam dos outros meses analisados sao y-cadineno, e espatulenol.
Para o més de maio, (E)-cariofileno, é-cadineno e aromadendreno, e para o més
de agosto germacreno D, (E)-y-bisaboleno e y-muuroleno foram os responsaveis

pela variancia dos dados dos 6leos volateis.
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FIGURA 20 - GRAFICO DE LOADINGS CORRESPONDENTE A SAZONALIDADE DOS OLEOS

ESSENCIAIS DE Piper hispidum.
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4.6 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Piper tuberculatum

As folhas de P. tuberculatum foram coletadas nos quatro meses analisados,

sendo possivel identificar 40 compostos (TABELA 7), totalizando em uma média de

92,92% da composigao total. O cromatograma da andlise do OE do més de

dezembro esta na FIGURA 21.

FIGURA 21 - CROMATOGRAMA DA Piper tuberculatum NO MES DE DEZEMBRO (ESTAGAO

CHUVOSA).
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As folhas de P. tuberculatum foram coletadas nos quatro meses de estudo,
sendo possivel identificar 40 compostos, totalizando em uma média de 92,92% da
composi¢ao total. Para o més de dezembro observou como majoritarios os
compostos germacreno D (21,42%), B-bisaboleno (9,97%), (E)-cariofileno (6,86%)
e biciclogermacreno (6,36%) (QUADRO 1).

Em fevereiro foram encontrados o germacreno D (26,76%), espatulenol

(8,18%), biciclogermacreno (7,31%) e B-bisaboleno (6,29%). Nos meses de maio e
agosto foram identificados como majoritarios o limoneno (9,29% e 12,82%) e (E)-
cariofileno (8,09% e 7,23%), além do germacreno D (23,84% e 26,05%), e
biciclogermacreno (7,52% e 7,24%).
Observou a diferenga entre a presenga de alguns compostos nos diferentes meses
do ano analisados como por exemplo a-copaeno que foi identificado apenas nos
meses de maio (4,56%) e agosto (4,70%); o 6-cadineno em maio (2,82%) e agosto
(2,25%); aromadendreno apenas no més de maio (1,38%) e o 6-amorfeno nos
meses de dezembro (1,86%) e fevereiro (0,66%).

Comparando com os dados descritos na literatura, tem-se a composi¢ao
do dleo essencial da regido do Ceara constituido majoritariamente pelo (E)-
cariofileno (37,78%) e germacreno D (11,81%) (CYSNE et al., 2005). Lavor et
al. (2014) descreveram em seu trabalho como majoritarios do 6leo essencial,
também da regido do Ceara, os compostos (E)-cariofileno (44,90%), y-muuroleno
(10,30%), a-pineno (7,40%) e B-pineno (7,10%). O estudo realizado por Santos et
al. (2016), em Santa Cruz, Rio de Janeiro, mostrou como majoritarios o germacreno
D (36,30%), isocariofileno (13,20%) e germacreno B (10,20%).

Navickiene et al. (2006) observaram os compostos (E)-cariofileno
(40,20%), B-pineno (12,50%), a-pineno (10,40%), (E)-B-ocimeno (8,60%) e B-
farneseno (8,30%) como majoritarios nas folhas da P. tuberculatum coletadas em
Araraquara, Sao Paulo.

Na maior parte destes estudos a variabilidade quimica dessa espécie foi
observada em regides geograficas diferentes, com climas, tipos de solo e outros
fatores, tornando dificil a distingdo com precisdao entre os fatores genéticos e
ambientais como sendo os causadores na mudanca da composicao do o6leo

essencial.
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No grafico (FIGURA 22) pode-se notar que os meses que mais se
assemelham sdo: dezembro, maio e agosto, ocorrendo a predominancia de
sesquiterpenos, seguido de monoterpenos e por fim, sesquiterpenos oxigenados.
Ja o més de fevereiro, sua classe majoritaria também é sesquiterpenos, porém ha
uma inversdo entre as classes de monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados

quando comparados aos outros meses estudados.

FIGURA 22 - GRAFICO DAS CLASSES DE COMPOSTOS DO OLEO ESSENCIAL DE Piper
tuberculatum.
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E possivel observar que a classe de monoterpenos apresenta um
crescimento de dezembro (13,04%) até agosto, apresentando seu valor maximo
(22,69%), exceto no més de fevereiro que houve uma queda (4,31%). Para a classe
de sesquiterpenos € possivel notar que ha um crescimento do més de dezembro
(61,86%) para o més de fevereiro (67,68%) se mantendo relativamente constante
nos outros meses analisados (média de 67,56%).

A classe de sesquiterpenos oxigenados apresentou maiores valores nos
meses de dezembro (10,05%) e fevereiro (18,23%). Observa-se pela TABELA 2
que esses Sa0 0s meses que apresentam maiores temperaturas, sendo ambos os

meses da estacao chuvosa.

4.6.1 Analise de Componentes Principais do Efeito da Sazonalidade nos 6leos

essenciais de Piper tuberculatum
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Realizou-se a Analise de Componentes Principais (ACP) para uma melhor
visualizacdo das semelhancas e/ou diferencas entre as amostras em diferentes
meses do ano. Para a analise avaliaram-se os scores e 0s loadings, considerando
os valores das réplicas para cada més, para avaliar as distingdes nos oOleos

essenciais de cada uma das amostras.

FIGURA 23 - GRAFICO DE SCORES DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Piper tuberculatum.
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Scores on PC 1 (52.86%)

No grafico de scores (FIGURA 23) dos OEs das folhas da P. tuberculatum,
observou-se que a Componente Principal 1 (PC1) explica 52,86% e a Componente
Principal 2 (PC2) explica 28,21% totalizando 81,07% da variancia dos dados, que
auxiliaram para evidenciar as diferengcas de composicdo dos Oleos essenciais

extraidos em amostras de diferentes meses do ano.
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FIGURA 24 - GRAFICO DE LOADINGS CORRESPONDENTE A SAZONALIDADE DOS OLEOS

ESSENCIAIS DE Piper tuberculatum.
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Pelo grafico de loadings (FIGURA 24) pode-se observar que para o més de
dezembro os compostos d&-amorfeno, B-bisaboleno e a-ylangeno foram
responsaveis pela variagado na composicao dos 6leos. Para o més de fevereiro os
compostos responsaveis pela diferenciacdo na composicdao do o6leo foram
espatulenol, germacreno D e a-eudesmol. Para os meses de maio e agosto ndo
pode ser discutido com muita profundidade devido a uma das réplicas de agosto
estar junto com as réplicas do més de maio. Uma possivel razdo para esse

problema € um erro de extragdo ou problema na hora da analise cromatografica.

4.7 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS PARA TESTE COM Drosophila suzukii

Os bioensaios (oviposi¢ao e tépico) com a D. suzukii foram feitos com os
pools das seis espécies de Piper. P. arboreum, P. aff. divaricatum, P. fuligineum, P.
hispidum, P. mikanianum e P. rivinoides, no qual as quatro primeiras espécies sao
as mesmas do estudo de sazonalidade (item 4.2 a 4.5). A P. tuberculatum nao foi
empregada para os testes bioldégicos com a D. suzukii em razdo de que seu
rendimento € muito baixo. A P. mikanianum e P. rivinoides foram adicionados no

estudo contra a Drosophila visto que as duas espécies apresentaram resultados
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promissores em outros testes bioldgicos realizados em outras pesquisas em nosso
grupo de laboratério (Laboratorio de Produtos Naturais e Ecologia Quimica -
LAPNEQ). Foi realizada a identificagdo dos principais constituintes presentes nos
Oleos essenciais de folhas secas das seis espécies de Piper (TABELA 8).

Para P. arboreum, foram encontrados 39 constituintes, totalizando 82,57%
da composigdo total do oleo. Como compostos majoritarios tem-se o
biciclogermacreno (15,73%), germacreno D (9,19%) e (E)-cariofileno (8,70%). Para
P. aff. divaricatum foram identificados 37 compostos caracterizando 85,40% da
composicao total. Observou como majoritarios os compostos germacreno D
(21,09%), miristicina (16,78%) e a-pineno (6,22%). Para P. fuligineum foram
identificados 36 constituintes, correspondendo a 76,75% do dleo volatil. Os
majoritarios sdo neo-intermedeol (13,64%), &-selineno (6,59%) e (E)-cariofileno
(6,29%).

A P. hispidum teve um total de 44 compostos identificados que
correspondem a 83,73% da composigao total do 6leo. Os majoritarios foram os
compostos biciclogermacreno (14,37%), germacreno D (14,21%) e o&-cadineno
(5,67%). Para a P. rivinoides obteve-se a identificagdo de 17 compostos, num total
de 95,50% do 6leo, com os compostos majoritarios sendo a elemicina (72,97%) e
o a-muuroleno (9,69%). A P. mikanianum teve 21 constituintes encontrados em sua
composigao, totalizando 81,85%, e apresentou os compostos majoritarios
ciclocolorenona (45,11%) e germacrona (18,63%), ambos sesquiterpenos
oxigenados. Na FIGURA 25 ¢é apresentado as estruturas dos compostos

majoritarios das seis espécies de Piper.
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FIGURA 25 - COMPOSTOS MAJORITAR]OS DOS OLEOS ESSENCIAIS (POOLS) DAS SEIS
ESPECIES DE Piper.
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FONTE: ADAMS, 2017.
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Nas espécies vegetais descritas anteriormente para o estudo de
sazonalidade (item 4.2 e 4.5), as espécies de P. arboreum, e P. hispidum
apresentaram o0s mesmos compostos majoritarios, porém em diferentes
propor¢des. Para P. aff. divaricatum se observou biciclogermacreno (2,37% -
6,78%) e a-eudesmol (2,16% - 6,00%) e na P. fuligineum o biciclogermacreno
(8,97% - 15,80%).

De acordo com Leal et al. (2019), a P. rivinoides coletada no municipio de
Guaraquecaba no Parana, apresentou como majoritarios o composto (E)-
isoelemecina (40,81%) e 6-3-careno (16,88%). Um estudo realizado por Perigo et
al. (2016), feito em Ubatuba, S&o Paulo, foi observado que os compostos
majoritarios foram o linalol (4,00%) e biciclogermacreno (3,90%). Ja para o 6leo
essencial neste trabalho, foi identificado elemicina e a-muuroleno como
majoritarios.

Para P. mikanianum, estudos feitos em Atalanta, Santa Catarina,
apresentaram safrol (82,00%) como composto majoritario (CARNEIRO et al.,
2019). Em outro estudo feito por Krinski et al. (2018), no Parana, observou como
compostos maijoritarios a elemicina (13,21%), eudesm-7(11)-en-4-ol (26,40%), 4,6-
dimetil-5-vinil-1,2-benzodioxido (13,90%) e ciclocolorenona (9,58%). Quando
comparado ao estudo de Krinski et al., (2018) com o realizado nesta pesquisa,
levando em consideragao que o local de coleta € o mesmo, observa-se que os
compostos majoritarios foram diferentes. Neste trabalho os compostos majoritarios
foram os sesquiterpenos ciclocolorenona e germacrona, quando compara o estudo
de Krinski com o realizado aqui, considerando que o local de coleta € o mesmo, os
compostos majoritarios foram diferentes. Neste trabalho os compostos majoritarios
foram a ciclocolorenona (45,11%) e germacrona (18,63%). Uma explicagao para
esse acontecimento pode estar relacionada a fatores como sazonalidade e local de
armazenamento.

No grafico (FIGURA 26) pode-se observar a comparagao entre as classes
de compostos presentes nos 0Oleos essenciais das seis espécies trabalhadas.
Observa-se a presenga de monoterpenos, sesquiterpenos e sesquiterpenos
oxigenados em todos os Oleos essenciais, diferindo na proporgdo de cada um
deles. Monoterpenos oxigenados foram encontrados somente na P. hispidum
(0,60%) e P. mikanianum (0,38%), e a classe de arilpropanoides ocorreu em

apenas duas espécies: P. aff. divaricatum (16,78%) e P. rivinoides (72,97%). A rica
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diversidade de classes presentes nos 6leos essenciais € a razao para o estudo de
novas espécies de plantas, por apresentarem inumeras propriedades biolégicas,
além da busca por alternativas para a substituicdo de produtos sintéticos, como

farmacos, cosméticos, produtos de limpeza, e inseticidas.

FIGURA 26 - GRAF]CO DE COMPARAGAO ENTRE AS CLASSES DE COMPOSTOS DOS
OLEOS ESSENCIAIS DE SEIS ESPECIES DE Piper.
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4.8 TESTE DE OVIPOSIGCAO COM Drosophila suzukii

Neste trabalho, foi utilizado 6leos essenciais de folhas secas de seis
espécies de Piper para testes de oviposigao contra a praga D. suzukii, e foram feitos

frutos artificiais como pode ser visto na FIGURA 27.
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FIGURA 27 - FRUTOS ARTIFICIAIS PARA O TESTE DE OVIPOSICAO CONTRA Drosophila
suzukii.

Muito se sabe sobre a propriedade inseticida do género Piper, devido a
presenca de terpenos e arilpropanoides. (BASER et al., 2007; KRINSKI et al.,
2018). Estudos feitos recentemente mostram um grande potencial dos dleos
essenciais para o controle de diferentes pestes (SOUZA et al., 2020). Porém, pouco
se sabe sobre a acao de 6leos essenciais de espécies de Piper em D. suzukii.

Observou-se (FIGURA 28) que os 6leos que apresentaram os melhores
resultados foram P. mikanianum (0,00 ovos/fruto), P. rivinoides (0,03 ovos/fruto) e
P. aff. divaricatum (0,27 ovos/fruto). P. arboreum (1,57 ovos/fruto) e P. hispidum
(1,07 ovos/fruto), resultados esses, melhores que do controle (3,13 ovos/fruto). A
Unica espécie que nao apresentou um resultado satisfatorio foi a P. fuligineum (3,23
ovos/fruto), superando o resultado do controle feito com acetona. A FIGURA 29
mostra imagens do ovo depositado no fruto artificial apés 24 h da realizagao do

teste de oviposigao com a Drosophila.
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FIGURA 28 - GRAFICO DO NUMERO DE OVOS DE Drosophila suzukii APOS O TESTE DE

OVIPOSICAO.
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FIGURA 29 - IMAGEM DO OVO DE Drosophila suzukii. A ESQUERDA (A) A IMAGEM EM 3.2X
AUMENTADA, A DIREITA (B) A IMAGEM EM 5.0X AUMENTADA NO MICROSCOPIO.

Sabe-se que os arilpropanoides possuem propriedades inseticidas
(SOUTO et al., 2012), por exemplo, miristicina € um o6timo inseticida contra
Tribolium castaneum, praga do arroz (REGNAULT-ROGER et al., 2012). O fato de
P. rivinoides e P. aff. divaricatum terem seus Oleos essenciais predominantemente
compostos por arilpropanoides (72,97% e 16,78%, respectivamente), os tornam
promissores nos testes bioldgicos de oviposigao contra a D. suzukii.

Estudos realizados por Souza (2020a) mostram que sesquiterpenos
oxigenados possuem propriedades de repeléncia e inseticida, colaborando com o
resultado da P. mikanianum, cujos compostos majoritarios sdo sesquiterpenos
oxigenados (64,36%). Em trabalhos publicados na literatura se observou que os
compostos (E)-cariofileno (DUTRA et al., 2020; FEITOSA-ALCANTARA et al.,
2017) e germacreno D (MURUGESAN et al., 2012) tém acgdes inseticidas, porém
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neste trabalho, é possivel observar que o (E)-cariofileno e o germacreno D estao
presentes, como majoritarios, na P. arboreum, P. fuligineum e P. hispidum
(TABELA 8), e apenas P. arboreum e P. hispidum apresentaram resultados
positivos (FIGURA 28), indicando de que ndo sdo esses compostos responsaveis
pelo efeito de repeléncia e inseticida na D. suzukii. Uma possivel explicagéo para
o resultado positivo de duas dessas trés espécies € a sinergia desses
sesquiterpenos com constituintes minoritarios presentes nos 6leos essenciais de
cada espécie (LEE, 2018).

4.9 TESTE TOPICO COM Drosophila suzukii

Para o teste topico realizado com as seis espécies de Piper (FIGURA 30),
a P. rivinoides apresentou o resultado mais promissor, até nas menores
concentragdes do 6leo, obtendo uma taxa de mortalidade de 77,00% para a menor
concentragéo do o6leo (0,20%) a 100,00% para a maior concentragcao (2,00%).
Outras duas espécies que apresentaram resultados satisfatérios foram P.
mikanianum com taxa de 95,00% de mortalidade e P. hispidum com percentual de
mais de 87,00%, ambas para a concentragao de 2,00%. A espécie que obteve pior
resultado foi a P. arboreum com um pouco mais de 12,00% de mortalidade, em
seguida de P. fuligineum, com 51,00% e P. aff. divaricatum com 69,00%, na
concentragcdo mais alta do 6leo.

Os valores de referéncia para a eficacia de inseticidas para a ordem Diptera
deve estar entre 80,00 a 100,00%, dando preferéncia a valores acima de 90,00%
(CVMP, 1993). Portanto, apenas P. rivinoides e P. mikanianum atenderiam os

requisitos para inseticidas contra D. suzukii.
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FIGURA 30 - GRAFICO DE MEDIA DE MORTALIDADE DE Drosophila suzukii APOS 24H.
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Muitos 6leos essenciais sdo ricos em monoterpenos, e Regnault-Roger et
al. (2012) observaram que o0s monoterpenos sa&o neurotdxicos para insetos,
considerando a lipofilicidade e baixo peso molecular dessa classe. Essas
propriedades permitem que os monoterpenos penetrem com mais facilidade na
membrana celular dos insetos (DUTRA et al., 2020). Em outro estudo, Wernicke et
al. (2020) descrevem que monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos apresentam
propriedades inseticidas para D. suzukii.

As espécies P. arboreum, P. fuligineum e P. aff. divaricatum possuem
maiores concentragdes de monoterpenos em suas composi¢des (FIGURA 26), e
foram as que mostraram piores resultados no teste de contato com D. suzukii. Isso
revela que compostos minoritarios presentes nos 6leos volateis podem influenciar
nos testes como antagonistas aos efeitos dos constituintes responsaveis pela
atividade inseticida (PEREIRA et al., 2021).

Apesar disso, P. aff. divaricatum apresentou um resultado um pouco acima
das duas outras espécies devido a presenga da miristicina, um arilpropanoide.
Sabe-se que arilpropanoides e o0s sesquiterpenos oxigenados apresentam
atividades inseticidas, como foi descrito no item anterior (item 4.8). E os melhores
resultados obtidos para esse teste foi com P. rivinoides, que apresenta 72,97% de
arilpropanoides em sua composicdo e P. mikanianum, com 64,36% de

sesquiterpenos oxigenados.
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5 CONCLUSAO

A analise sazonal dos 6leos essenciais das cinco espécies de Piper revelou
seus compostos majoritarios, para a P. arboreum foram: (E)-cariofileno,
germacreno D e biciclogermacreno. A P. aff. divaricatum apresentou majoritarios
como miristicina e germacreno D. Ja para P. fuligiheum foi encontrado: (E)-
cariofileno, biciclogermacreno e germacreno D. Os majoritarios para a P. hispidum
foram: biciclogermacreno, espatulenol, y-muuroleno e germacreno D, e a P.
tuberculatum foi encontrado maijoritarios como (E)-cariofileno, germacreno D e
biciclogermacreno.

Através da analise sazonal € possivel concluir que ha uma variabilidade na
composi¢cao quimica do OE, porém mais em termos quantitativos do que
qualitativos. Em termos de rendimento, P. hispidum e P. arboreum obtiveram
maiores valores, 0,96 £ 0,24 (fevereiro) e 0,43 £ 0,04 (maio), respectivamente. Ja
as espécies de Piper que apresentaram menores valores de rendimento foram a P.
fuligineum com 0,05 + 0,04 no més de dezembro, e a P. tuberculatum em todos os
quatro meses analisados.

Através deste estudo foi possivel observar a variagdo nos compostos
majoritarios quando comparados com outras pesquisas ja descritas na literatura e
que foram realizadas em regides geograficas diferentes, com climas, tipos de solo
e outros fatores bidticos e abidticos, tornando dificil dizer com precisdo qual destes
fatores que causam a mudancga na variabilidade da composicao do 6leo essencial.

Os testes bioldgicos de oviposicdo com a D. suzukii, apresentou resultados
promissores com as especies P. mikanianum (0,00 ovos/fruto), P. rivinoides (0,03
ovos/fruto) e P. aff. divaricatum (0,27 ovos/fruto), ja a espécie que apresentou pior
resultado foi a P. fuligineum (3,23 ovos/fruto). Para o teste toépico foi obtido
resultados considerados satisfatorios, pela CVMP, apenas para P. rivinoides que
apresentou 100,00% de taxa de mortalidade e para P. mikanianum com uma taxa
de 95,00% na concentragdo maxima (2,00%). O fato dessas espécies terem seus
OEs predominantemente compostos por arilpropanoides e sesquiterpenos

oxigenados os tornam promissores nos testes biolégicos contra a D. suzukii.
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