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SPADETO, Micheli Sossai. Psidium cattleyanum Sabine: A influéncia do contetdo
de DNA na formacdo de quimiotipos e na atividade em diferentes modelos
bioldgicos. 2019. XXp. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento/Citogenética
e Evolugdo Vegetal) Universidade Federal do Espirito Santo, ES.

RESUMO

A poliploidia é definida como a presenca de dois ou mais conjuntos cromossémicos
em um organismo e vem sendo relatada como um dos mecanismos mais importantes
de especiacao e diversificacdo de plantas, podendo ser resultante da fuséo de dois
genomas de espécies distintas (alopoliploidia) ou de genomas de individuos da
mesma espécie (autopoliploidia). A duplicacdo de genes nas plantas poliploides gera
alta variabilidade inter e intraespecifica, que pode influenciar na producdo de
metabdlitos secundarios e consequentemente, na composi¢cdo quimica dos Oleos
essenciais e na formacdo de diferentes quimiotipos. Dentro do género Psidium
(nimero cromossdmico basico x=11), algumas espécies vem sendo descritas como
poliploides, dentre estas, Psidium cattleyanum Sabine. Para essa espécie, estudos
citogenéticos relataram nove citétipos, com numeros cromossdémicos variando de
2n=22 a 2n=132 cromossomos. Tendo em vista a existéncia dessa variacdo na ploidia
em P. cattleyanum, o presente trabalho teve por objetivo estudar a influéncia dessa
variacdo na producdo qualitativa e quantitativa de diferentes quimiotipos de 6leos
essenciais e ainda, relacionar os diferentes conteddos de DNA com a atividade
bioldgica desses Oleos em Lactuca sativa, Sorghum bicolor e Aedes aegypti. Através
da Citometria de Fluxo foi possivel observar diferencas nos contetdos de DNA das
plantas analisadas e por meio da analise do perfil cromatografico também foram
identificados trés quimiotipos distintos. As plantas com maiores conteidos de DNA
(6.03 e 5.81pg) apresentaram um rendimento mais alto e sdo compostas
majoritariamente por sesquiterpenos hidrogenados, enquanto as plantas com
menores contetdos de DNA (3.95, 3.23, 3.80 e 3.20pg) produzem menos 06leo e sao
compostas por monoterpenos hidrogenados. Além dessas, uma planta de contetdo
de DNA mediano (4.71pg) em relacdo as demais apresentou rendimento e
composic¢ao intermediarios entre os dois grupos anteriores. Dessa maneira observou-
se uma relacdo direta entre o conteido de DNA e as caracteristicas qualitativas e
guantitativas dos 0leos essenciais de Psidium cattleyanum. J& nos bioensaios
vegetais e larvicida os 6leos apresentaram atividade e demonstraram potencial como
bioherbicidas e biolarvicidas.

Palavras-chave: Psidium cattleyanum Sabine, Quimiotipos, Conteldo de DNA,
Biolarvicida, Atividade biologica.



SPADETO, Micheli Sossai. Psidium cattleyanum Sabine: The influence of DNA
content on the formation of chemotypes and activity in different biological
models. 2019. XXp. Thesis (Doctorate in Genetics and Breeding/Cytogenetics and
Plant Evolution) Federal University of Espirito Santo, ES.

ABSTRACT

Polyploidy is defined as the presence of two or more chromosomal assemblies in an
organism and has been reported as one of the most important mechanisms of plant
speciation and diversification, and may result from the fusion of two genomes of distinct
species (alopoliploidia) or genomes of individuals of the same species
(autopolyploidy). Gene duplication in polyploid plants generates high inter and
intraspecific variability, which may influence the production of secondary metabolites
and, consequently, the chemical composition of essential oils and the formation of
different chemotypes. Within the genus Psidium (basic chromosome number x = 11),
some species have been described as polyploids, among them, Psidium cattleyanum
Sabine. For this species, cytogenetic studies reported nine cytotypes, with
chromosome numbers ranging from 2n = 22 to 2n = 132 chromosomes. In this context,
considering the existence of this variation in ploidy in P. cattleyanum, the present work
aimed to study the influence of this variation on the qualitative and quantitative
production of different essential oil chemotypes and also to relate the different DNA
contents with the biological activity of these oils in Lactuca sativa, Sorghum bicolor and
Aedes aegypti. Through flow cytometry it was possible to observe differences in the
DNA content of the analyzed plants and by chromatographic profile analysis were also
identified three distinct chemotypes. Plants with higher DNA content (6.03 and 5.81pg)
showed higher yield and are mostly composed of hydrogenated sesquiterpenes, while
plants with lower DNA content (3.95, 3.23, 3.80 and 3.20pg) produce less oil and are
composed. by hydrogenated monoterpenes. In addition, a plant with a median DNA
content (4.71pg) compared to the others presented intermediate yield and composition
between the two previous groups. Thus a direct relationship between the DNA content
and the qualitative and quantitative characteristics of the essential oils of Psidium
cattleyanum was observed. In the vegetable and larvicide bioassays, the oils showed
activity and demonstrated potential as bioherbicides and biolarvicides.

Keywords: Psidium cattleyanum Sabine, Chemotypes, Polyploidy, Biolarvicide,
Biological activity.
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1. INTRODUCAO GERAL

O género Psidium apresenta aproximadamente 100 espécies (Govaerts et al. 2016) e
sua distribuicdo nativa € Neotropical, ocorrendo do sul do México até a Argentina,
incluindo as llhas do Caribe e dois arquipélagos no Pacifico (Frazon et al. 2009).
Algumas espécies do género ocorrem em outros lugares do mundo, resultado de

sucesso adaptativo (Soares-Silva & Proenca 2008).

7

Dentre as espécies do género, Psidium cattleyanum Sabine é conhecido
popularmente como aracazeiro. A espécie € caracterizada pelo porte arbustivo a
arboreo, de 1 a 10 m (Sanchotene 1985), com cértex liso, amarelado ou castanho
avermelhado, com manchas claras. As folhas séo glabras, brilhantes, pecioladas, com
laminas obovadas ou eliptico obovadas, discolores sendo a face abaxial mais clara;
apresentam 8 a 15 pares de nervuras secundarias fracamente impressas na face
ventral da lamina (Sanchotene 1985), e borda das folhas as vezes revoluta (Sobral &
Sousa 2007). As flores sao solitarias, axilares ou as vezes abaixo das folhas; os
botdes florais sdo piriformes ou obovados; célice com 4 a 5 lobos, soldados quase até
0 apice nos botbes, abrindo-se irregularmente; as pétalas sao brancas (Pio Correa
1984).

Os frutos sao eliptico-globosos ou obovados (“piriformes”), com calice persistente,
amarelos ou vermelhos quando maduros (Sobral & Sousa 2007), caracterizando dois
morfotipos, denominados aracd-amarelo e araca-vermelho (Lorenzi 2000). Na
natureza, os frutos sdo muito apreciados, quando maduros, pela avifauna (Silva et al.
2011). Ainda, os frutos apresentam interesse econémico por serem ricos em vitamina
C, minerais, acidos graxos e outros agentes fitoquimicos com diferentes fungbes

biologicas (Pereira et al., 2018).

Além disso a espécie vem despertando o interesse na industria farmacéutica ja que
estudos vem demonstrando a abundancia de compostos fendlicos com atividade
antioxidante (Medina et al., 2011) e efeitos antimicrobianos (Scur et al., 2016). Ainda,
segundo Faleiro et al. (2016) a espécie é promissora ha busca e desenvolvimento de
novos farmacos pois a sua composi¢cado de metabdlitos secundarios apresenta baixa

toxicidade e atividade antimicrobiana.
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Psidium cattleyanum tem o nimero basico definido em x = 11 (Atchison 1947, Costa
et al., 2008). Estudos citogenéticos relataram organismos diploides (2n=22),
tetraploides (2n=44), hexaploides (2n=66) e octopléides (2n=88) (Atchison 1947;
Costa & Forni-Martins 2006a, 2006b). Dentre as espécies poliploides do género, esta
Psidium cattleyanum Sabine, que apresenta diferentes niameros cromossémicos,
como 2n=44, 55, 66, 77, 88, 99, 100, 110 e 132 (Atchison 1947; Costa & Forni-Martins
2006; Costa 2009; Hirano & Nakazone 1969; Medina 2014; Souza et al. 2014;
Machado, 2016). Souza et al. (2014) relataram também cit6tipos que ndo sao multiplos

do nimero basico para a familia (x=11), como 2n=46, 48, 58, 82.

Os vegetais poliploides possuem caracteristicas especificas que sédo provenientes da
duplicacdo cromossémica e consequentemente de seus genes. Sendo assim podem
apresentam mais vigor na heterose e efeito tampdo em mutacgfes deletérias (Cornai,
2005), efeito gigas, resisténcia a doencas (Kulheim et al., 2015), variabilidade genética
inter e intraespecifica que refletem na composi¢éo quimica dos seus 6leos essenciais
(Souzaetal., 2017; Kulheim et al., 2015; lannicelli et al., 2016), podendo formar assim,

diferentes quimiotipos nos 6leos essenciais dentro da mesma espécie.

A identificacdo dos compostos por sua vez, pode ajudar a definir as diferencas
existentes entre os gendétipos, possibilitando a definicdo de agrupamentos entre
gendtipos semelhantes (quimiotipos) (Yapia et al., 2014; Stesevic et al., 2014). Além
disso, o estudo da diversidade quimiotipica nos 6leos essenciais é importante para
identificar e selecionar gendtipos que sejam favoraveis para a producéo e exploracao
do éleo essencial. Dessa forma os 6leos podem ser aplicados na medicina popular,
industria bioquimica, na producao de farmacos, estudos quimiotaxonémicos e assim,

agregar valor a cultura (Souza, 2017).

Para avaliar a atividade biologica desses 6leos e compostos testes de fitotoxicidade
sdo simples, confiaveis, rapidos e baratos (Valerio et al., 2007), além de serem
efetivos na averiguagdo de toxicidade de substancias inorganicas e organicas. A
variavel mais integrativa analisada nesse teste € o crescimento radicular, pois a
reducdo desse parametro pode resultar de varios mecanismos isolados ou em
conjunto, como inibicdo da absorgéo de nutrientes, inibicdo do alongamento celular,

morte celular e inibicdo da divisao celular (Freitas et al., 2016).
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Para a realizacdo dos testes de toxicidade é importante que o modelo vegetal teste
apresente ciclo de vida curto. Dentre os organismos teste vegetal, a alface (Lactuca
sativa), uma eudicotileddbnea modelo muito sensivel, a eficaz neste tipo de estudo
(Pinheiro et al., 2015; Silveira et al., 2017). Outra espécie vegetal modelo em teste de
toxicidade € a Sorghum bicolor (sorgo). Trata-se de uma monocotiledénea, autégama,
gue apresenta crescimento rapido, sendo utilizada em pastagens para alimentacao

animal (Araucaria Sementes, 2010).

Além dos testes com modelos vegetais outros modelos vém sendo utilizados, como
0 Aedes aegypti, um importante vetor de doengas que causam alta morbidade e
mortalidade em varios paises do mundo (Tattevin, 2012). Além disso, a avaliagdo da
atividade larvicida de produtos naturais € essencial para a descoberta de compostos
de efeito sinérgico com atividade biolarvicida, que sdo mais viaveis economicamente

e causam menos danos ao meio ambiente.
2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Relacionar o conteddo de DNA de Psidium cattleyanum com as caracteristicas
qualitativas e quantitativas de seus 0Oleos essenciais e sua atividade biol6gica em

Aedes aegypti, Lactuca sativa e Sorghum bicolor.

2.2 Objetivos especificos
Analisar o conteddo de DNA de sete acessos de Psidium cattleyanum Sabine

cultivados na area experimental da UFES e do IFES via de citometria de fluxo.

Identificar a composicdo quimica dos Oleos essenciais de P. cattleyanum e

caracterizar seus perfis cromatograficos;

Relacionar o conteudo de DNA dos acessos testados com 0s quimiotipos formados e

suas respectivas atividades bioldgicas;
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Resumo

A poliploidia é uma alteragdo numérica do caritipo relatada como um dos
mecanismos mais importantes na especiacao e diversificacdo de plantas. Psidium
cattleyanum € uma espécie que possui nove citétipos ja registrados na literatura, com
nameros cromossémicos variando de 2n=22 a 2n=132 cromossomos. Nesse
contexto, tendo em vista a existéncia dessa variacao da ploidia, o presente trabalho
teve por objetivo estudar a influéncia dessa variacdo na producao de diferentes
guimiotipos de Oleos essenciais. Através da Citometria de Fluxo foi possivel
observar diferencas nos contetdos de DNA das plantas analisadas e por meio da
analise do perfil cromatografico também foram identificados trés quimiotipos distintos
entre as amostras. As plantas com maiores conteidos de DNA apresentaram um
rendimento mais alto e sdo compostas majoritariamente por sesquiterpenos
hidrogenados, enquanto as plantas com menores conteudos de DNA produzem
menos 6leo e sdo compostas por monoterpenos hidrogenados. Além dessas, uma
planta de conteado de DNA mediano apresentou rendimento intermediario entre os
dois grupos anteriores. Dessa maneira observou-se uma relacdo direta entre as
caracteristicas qualitativas e quantitativas dos 0leos essenciais e o conteudo de DNA
das plantas de Psidium cattleyanum.

Palavras-chave: Autopoliploides, Contetddo de DNA, Valor 2C, Compostos volateis,
Psidium.
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1. INTRODUCAO

A poliploidia é definida como a presenca de dois ou mais conjuntos cromossdmicos
em um organismo, e pode ser resultante da fusdo de dois genomas de espécies
distintas (alopoliploidia) ou de genomas de individuos da mesma espécie
(autopoliploidia) (Comai, 2005; Parisod et al., 2010; Beest et al., 2012). E um
fendmeno frequente em plantas, especialmente em angiospermas (Dodswortj et al.
2016) que sao, em sua maioria, poliploides ou paleopolipléides. Sdo organismos 0s
guais seus ancestrais passaram por pelo menos um evento de poliploidizac&o (Arrigo
e Barker, 2012; Hegarty e Hiscock, 2008).

Um dos géneros que apresentam espécies poliploides € o género Psidium, que teve
0 numero basico de cromossomos definido em x = 11 (Atchison 1947, Costa et al.,
2008). Estudos citogenéticos relataram organismos diploides (2n=22), tetraploides
(2n=44), hexaploides (2n=66) e octopldides (2n=88) (Atchison 1947; Costa & Forni-
Martins 2006a, 2006b, 2007). Dentre as espécies poliploides do género, esta Psidium
cattleyanum Sabine, que apresenta diferentes ndmeros cromossdmicos, como
2n=44, 55, 66, 77, 88, 99, 100, 110 e 132 (Atchison 1947; Costa & Forni-Martins
2006; Costa 2009; Hirano & Nakazone 1969; Medina 2014; Souza et al. 2014,
Machado, 2016). Souza et al. (2014) relataram também citétipos que ndo sao

multiplos do nimero basico para a familia (x=11), como 2n=46, 48, 58, 82.

As plantas poliploides apresentam mais vigor na heterose e efeito tamp&o em
mutagcbes deletérias (Comai, 2005). Além disso, sdo plantas que geralmente
apresentam efeito gigas e assim possuem estruturas vegetais maiores, produzindo
frutos maiores e em maior quantidade. Podem também ser resistentes a doencas ou
a condi¢cOes ambientais estressantes. Ainda, espécies poliploides sdo interessantes
pois a variabilidade genética inter e intraespecifica origina diferencas na producéo
de metabdlitos secundarios e consequentemente na composicao quimica dos 6leos

essenciais (Souza et al., 2017; Kulheim et al., 2015; lannicelli et al., 2016).

Os oOleos essenciais que tem importancia ambiental auxiliando na protecdo das
plantas e atracdo de insetos e dispersores de pélen (Moore et al., 2013) e também

possuem importancia econémica, devido a sua acao fitoterapica, sendo amplamente
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comercializados na industria farmacéutica (Almeida et al., 2016). As variacdes na
composicdo quimica dos 0Oleos essenciais podem ser inter e intraespecificas e
ocasionadas por diferentes fatores, dentre os quais os fatores genéticos (Souza et
al., 2017; Kulheim et al., 2015).

Assim, diante da variacdo na ploidia de plantas dentro da espécie P. cattleyanum e
tendo em vista que o conteludo de DNA de um organismo é responsavel por
diferentes caracteristicas, o presente estudo teve por objetivo analisar qual a relacao
do contetdo de DNA de P. cattleyanum com a producao de 6leo essencial e sua

composicdo quimica.

2. MATERIAL E METODOS

Os acessos utilizados fazem parte da colecdo que se encontra em campo no Centro
e Ciéncias Agrarias e das Engenharias da UFES (CCAE/UFES). Assim as amostras
vegetais (folhas) dos acessos de P. cattleyanum foram coletadas no municipio de
Alegre, latitude sul (20° 45’ 48”), longitude oeste (41° 32'2”) altitude de 254 metros,
no estado do Espirito Santo, Brasil. A extracdo dos 6leos essenciais foi conduzida
no laboratério de Preparo de Amostra Vegetal do CCAE/UFES e as analises de
composi¢do quimica dos 6leos foram realizadas no laboratorio de Quimica Aplicada
do Instituto Federal do Espirito Santo (IFES, Alegre, ES) e a As analises de citometria
de fluxo foram realizadas no laboratério de Citogenética da Universidade Federal de
Vigosa (UFV, Vicosa, MG).

2.1 Citometria de fluxo

Para determinar o tamanho do genoma nuclear dos diferentes acessos de P.
cattleyanum foi utilizado Solanum lycopersicum L ‘Stupické’ (2C = 2,0 pg) como
padrdo interno (Praca-Fontes et al. 2011). Fragmentos foliares de 2 cm? do padrédo
e da amostra foram dissociados em placa de Petri contendo 500 pL de tampéao de
extracdo nuclear OTTO-I (0,1 M de acido citrico, 0,5% de Tween 20, 2 mM de
ditiotreitol e 50 pg/mL de RNAse) (Otto, 1990) suplementados com polietilenoglicol

(PEG). Ao material dissociado obtido foram adicionados 500 pL do mesmo tampé&o,
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o qual foi filtrado em malha de nylon (Partec®) de 30 um, acondicionado em

microtubo e centrifugado a 100 xg por 5 minutos.

O precipitado obtido foi ressuspendido em tamp&o OTTO-I e mantido neste por 10
minutos (Praga-Fontes et al. 2011). Posteriormente, foram acrescentados 1,5 mL do
tampdo de coloragdo OTTO-I: OTTO-II (400 mM de Naz:HPO4.H20, 2 mM de
ditiotreitol, 50 pg/ml iodeto de propideo e 50 ug/mL de RNAse) (1:2) (Otto, 1990). As
suspensdes de nacleos foram mantidas no escuro por 30 minutos na solugcédo de

coloracéo e posteriormente filtradas em malha de nylon (Partec®) de 20 pum.

As amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo Partec PAS II/Ill (Partec Gmbh,
Munster, Germany). O tamanho do genoma das amostras analisadas foi calculado
pela multiplicacdo do tamanho do genoma de Solanum lycopersicum (padrao
interno) pela relagdo de intensidade fluorescente correspondente aos picos de

nucleos Go/Ga.

2.2 Coleta e extracdo dos 6leos essenciais das folhas dos acessos de P.

cattleyanum

Material vegetal — As folhas dos acessos de P. cattleyanum foram coletadas as 8h

da manha no mesmo dia. A coleta foi realizada na altura do peito (1,6m) e ao redor
do diametro da copa. Cerca de 500g de folhas totalmente desenvolvidas foram
coletadas para obtencdo do 6leo e caracterizacdo quimica. O material foi
acondicionado em sacos de papel, identificado e transportado para o laboratoério de
Preparo de Amostra Vegetal no CCAE-UFES. As folhas foram secas a temperatura
ambiente e acondicionadas em sacos plasticos, sendo armazenadas em freezer a

-20 °C até a extracao do 0Oleo essencial.

Extracdo dos 6leos essenciais — Os 0leos essenciais foram extraidos por

hidrodestilacdo, em aparelho Clevenger, durante quatro horas de acordo com a
metodologia recomendada pela Farmacopeia Brasileira para 0leos volateis (BRASIL,
2010). Nas extragOes foram utilizadas cerca de 300g de folhas em aproximadamente
1000 mL de agua de osmose reversa, em baldao de fundo redondo de 2000 mL. Os
vapores de agua e de Oleo se misturaram e apds o resfriamento ocorreu a
condensacao das moléculas, que foram separadas por diferenca de solubilidade e

densidade. A mistura de 0leo e agua foi colocada em tubo de 1,5ml e centrifugada.
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Apods, o odleo foi removido com micropipeta e armazenado em freezer a -20 °C,

protegido de luminosidade.
2.3 Determinacédo do rendimento da extracdo dos Oleos essenciais

Foram determinados os rendimentos das extracdes dos 6leos essenciais a fim de
observar se as diferentes contetdos de DNA influenciam na producéo de Oleo. Para
isso, foi utilizada, em duplicata, a razdo massa seca da planta em relacdo a massa
de 6leo extraido (m.m?). A pesagem foi realizada utilizando uma balanca analitica

(Shimadzu AUY220) com quatro casas decimais.
2.4 Perfil cromatografico dos 6leos essenciais

Identificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais - As amostras dos 6leos

essenciais extraidos das folhas foram analisadas por Cromatografia Gasosa com
detector de lonizagdo de Chama (GC-FID) (Shimadzu GC-2010 Plus) e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) (Shimadzu
GCMS-QP2010 SE). Para essas andlises, as seguintes condicbes foram
empregadas: o gas arraste utilizado foi o He para os dois detectores com fluxo e
velocidade linear de 2,80 mL.min* e 50,8 cm.seg™ (GC-FID) e 1,98 mL.min* e 50,9
cm.seg? (GC-MS), respectivamente; a temperatura do injetor foi de 220 °C na razédo
split de 1:30; coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm); fase estacionaria
Rtx®-5MS (0,25 um de espessura do filme); a temperatura do forno sequiu a
programacao: temperatura inicial de 40 °C, a qual permaneceu por 3 minutos e em
seguida a temperatura foi aumentada gradativamente a 3 °C.min! até atingir 180 °C,
em que permaneceu por 10 minutos, tendo um tempo total de analise de 59,67 min;
as temperaturas utilizadas nos detectores FID e MS foram de 240 e 200 °C,
respectivamente (SOUZA et al., 2017).

As amostras utilizadas foram retiradas dos vials em um volume de 1 yL de uma
solucédo de 3% de 6leo essencial dissolvido em hexano com DMA 0,1 mol.L* (padrédo

externo para controle de reprodutibilidade).

As analises por GC-MS foram realizadas em um equipamento por impacto eletrénico
com energia de impacto de 70 eV; velocidade de varredura de 1000; intervalo de
varredura de 0,50 fragmentos.seg™ e fragmentos detectados de 29 a 400 (m/z). As
analises por GC-FID foram realizadas por uma chama formada por Hz e ar
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atmosférico com temperatura de 300 °C. Foram utilizados fluxos de 40 mL.min? e

400 mL.min"t para H: e ar, respectivamente.

A identificacdo dos componentes dos 6leos essenciais foi realizada pela comparacéo
dos espectros de massas obtidos com os disponiveis no banco de dados da
espectroteca (Wiley 7, NIST 05 e NIST 05s) e pelos indices de retencdo de LTPRI
(IR). Para o célculo dos IR, foi utilizada uma mistura de alcanos saturados C7Cao
(Supelco-USA) e o tempo de retencéo ajustado de cada composto, obtidos atravées
do GC-FID. Em seguida, os valores calculados para cada composto foram
comparados com os da literatura (ADAMS, 2007; NIST, 2011).

O percentual relativo de cada composto do 6leo essencial foi calculado através da
razdo entre a area integral dos picos e a area total de todos os constituintes da
amostra, dados obtidos pelas analises realizadas em GC-FID. Os compostos com
area relativa acima de 1% foram identificados e acima de 10% foram considerados

majoritarios.

A extracdo e a andlise da composi¢cdo quimica dos Oleos foram realizadas em
duplicata, sendo a primeira extracéo realizada em fevereiro de 2018 e a segunda em
junho de 2019.

3. RESULTADOS

Apos as analises de citometria de fluxo observou-se que as sete plantas apresentam
conteudos de DNA variando de 3.2 a 6.03 pg e que houve aumento do rendimento

dos 6leos essenciais nas plantas com maiores conteudos de DNA (Tabela 1).
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Tabela 1. Relacao entre o conteudo de DNA (pg) e o rendimento (%) dos 6leos dos

sete acessos de P. cattleyanum.

Acesso Conteldo de DNA (pg) Rendimento (%)
CAT1 3.95 0.75
CAT2 5.81 0.90
CAT3 6.03 0.95
CAT4 3.23 0.70
CATS 3.80 0.73
CATG6 3.20 0.70
CATS8 4.71 0.80

Além das variacdes quantitativas, as plantas utilizadas apresentaram também

variacfes qualitativas no que diz respeito a composi¢cdo quimica de seus 0Oleos

essenciais (Tabela 2).

Tendo em vista que duas extracfes foram realizadas em periodos diferentes,

observa-se que ndo ouve variagdes no padréo dos compostos produzidos (Tabela 2

e Anexo 1).
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Tabela 2. Composi¢éo quimica em percentual de area relativa dos 6leos essenciais dos acessos de P. cattleyanum.

co Area relativad Classes

Tempo de Indice de N

Compostos* retengdo (min)® retengéo® Terpenicas®
CAT1 CAT2 CAT3 CAT4 CAT5 CAT6 CATS

alpha-Pinene 8.795 933 10,35 2,03 6,06 23,80 19,56 5,70 4,88 MH
beta-Pinene 10.725 976 3,62 MH
Myrcene 11.520 990 8,16 2,01 MH
Limonene 12.925 1025 2,05 9,17 MH
Eucalyptol 13.280 1033 27,70 24,34 3,80 MO
Beta-ocimene 13.735 1041 520 4,17 MH
alpha-Terpineol 20.805 1192 4,38 3,45 MO
Copaene 29.030 1374 9,88 9,90 10,20 3,68 SH
trans-Caryophyllene 30.820 1417 72,16 62,27 58,45 35,30 41,80 57,69 57,05 SH
alpha-Humulene 32.270 1453 6,68 13,93 13,38 3,11 13,06 11,68 SH
alpha-Amorphene 33.255 1476 2,65 3,57 SH
beta.-Selinene 34.279 1490 6,39 2,96 SH
alpha.-selinene 34.672 1498 290 2,72 SH
delta-Cadinene 35.175 1523 6,78 6,34 4,06 SH
NIf 37.455 - 3,44
Viridiflorol 37.485 1580 2,61 SO
NI 39.220 - 2,50 2,43
Contetdo de DNA (pg) 395 581 6.03 323 380 320 471
Rendimento (%) 075 090 095 070 073 0.70 0.80

a Os compostos foram identificados pelo indice LTPRI (GC/FID) e Espectrometria de Massa (GC / MS) utilizando a coluna Rtx ®-5MS. ? Indice de Retencédo Tabulado
(Adams, 2007; El-Sayed, 2016; NIST, 2011). ¢ indice de retencéo calculado a partir de dados obtidos por amostragem de n-alcanos saturados (C7-C40). ¢ Foram
identificados compostos com areas relativas >2%. ¢ Classes terpénicas (MH: monoterpenos hidrogenados; MO: monoterpenos oxigenados; SH: sesquiterpenos
hidrogenados). f Compostos néo identificados.



31

A partir das analises cromatograficas foram identificados 15 compostos nos 6leos
essenciais dos sete acessos de P. cattleyanum. Nos 6leos de cada acesso foram
identificados 100% dos compostos com area relativa acima de 2%, os quais foram
classificados em monoterpenos hidrogenados e oxigenados e sesquiterpenos
hidrogenados e oxigenados (Figura 2). Verificou-se predominio de compostos
hidrogenados em todos os 6leos analisados, com maior representatividade da classe
de sesquiterpenos. Entretanto, os acessos CAT4 e CAT5 apresentaram maior

guantidade de monoterpenos tanto oxigenados quanto hidrogenados.

No total, sete monoterpenos (sendo cinco hidrogenados e dois oxigenados) e oito
sesquiterpenos (sete hidrogenados e um oxigenado), foram identificados. O composto
majoritdrio em todos os acessos foi o sesquiterpeno hidrogenado o Trans-
caryophillene, seguido pelos compostos alpha-pinene (MH), copaene (SH), alpha-

humulene (SH) e o eucalyptol (MO).
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Figura 1. Area relativa das classes terpénicas em relacdo aos acessos de P.
cattleianum (CAT1, CAT2, CAT3, CAT4, CAT5, CAT6 e CAT8). Monoterpenos
hidrogenados (HM), monoterpenos oxigenados (OM), sesquiterpenos hidrogenados

(HS) e sesquiterpenos oxigenados (OS).

Os cinco compostos majoritarios (area relativa >10%), presentes nos 0leos essenciais,

foram identificados na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura quimica dos compostos majoritarios (compostos com area relativa

maior que 10%).
4 Discussao

A partir das andlises de citometria de fluxo foi possivel identificar uma variacédo
intraespecifica nos acessos de P. cattleyanum, com conteido de DNA variando entre
3.20pg a 6.03pg. Tal técnica é considerada uma ferramenta segura na deteccao
indireta da poliploidia, como afirmou Medina (2014) ao relatar que o valor 2C teria uma
relacao direta com o nivel de ploidia determinado para citétipos 2n=77 e 2n=88 de P.
cattleyanum no Uruguai. Além disso, a citometria de fluxo é considerada um método
rapido, confiavel e simples para mensurar o nivel de ploidia e confirmar a poliploidia
(Roy et al., 2001). De acordo com Dolezel et al. (2007) o nivel de ploidia € inferido
indiretamente por sua correlagdo com o conteudo relativo ou absoluto de DNA (nivel
de ploidia do DNA).

A poliploidia € um mecanismo reconhecido entre as espécies vegetais, sendo que
40% das espécies cultivadas séo poliploides, dentre as quais estao as outras espécies
do género Psidium como P. acutangulum Mart. ex DC (Atchison 1947), P.
friedrichstalianum (O. Berg) Nied (Ellshof et al. 1995), P. guajava L. (Hirano &
Nakazone 1969), P. guinense Sw. (Kumar & Ranade 1952), entre outras. Para P.

cattleyanum diferentes niveis de ploidia foram relatados pela primeira vez no estudo



33

de Forni-Martins (2016), onde individuos com frutos amarelos e vermelhos
apresentaram numeros cromossémicos variados. Entretanto a correlagéo do contetdo
de DNA com as caracteristicas qualitativas e quantitativas da producéo de 6leo nessa

espécie é descrita pela primeira vez neste estudo.

Segundo Soltis et al. (2010) a formacao de um poliploide pela duplicagao instantanea
de um genoma cria uma nova espécie caso as populac¢des diferenciadas pelo nimero
cromossOmico consigam se estabelecer no ambiente e se tornem reprodutivamente
isoladas de seus progenitores diploides, o que segundo o autor, seria um mecanismo
de especiacdo imediata. Acredita-se que P. cattleyanum seja um caso de
autopoliploidia, pois segundo Stebbins (1950) quando um individuo poliploide surge
dentro de uma ou entre populacdes de uma Unica espécie € tido como um
autopoliploide. Nesse caso, a presenca de mais de dois cromossomos homaologos
pode contribuir para a formacdo de multivalentes na meiose. Assim, ocorre 0
emparelhamento ndo preferencial onde os descendentes apresentardo um padrao de

heranca polissémica.

Acredita-se ainda que as plantas poliploides de P. cattleyanum séo autopoliploides
provenientes da formacéao de células reprodutivas ndo reduzidas, esta que vem sendo
apontada como a via de ocorréncia mais comum na poliploidia em plantas (Sattler et
al., 2015). Segundo Ramsey e Schemske (1998) a capacidade de produzir gametas
ndo reduzidos € uma caracteristica hereditaria evidente em muitas espécies. Além
disso fatores epigenéticos influenciam na producdo de gametas nao reduzidos, como

os fatores ambientais, clima, herbivoria, déficit hidrico e falta de nutrientes.

Além da reducdo da fertilidade, outra consequéncia da poliploidia em plantas € o
aumento do tamanho da célula, causado pelo maior nimero de copias génicas,
consequentemente tais individuos exibirdo 6rgdos maiores em comparagao com 0s
diploides (Stebbins, 1950). Tal fato explica os resultados do rendimento na producao
de 6leo relacionada com o contetdo de DNA, ja que observou-se que as plantas com
maior conteido de DNA (CAT2 e CAT3, 5.81pg e 6.03pg de DNA, respectivamente)
apresentaram maior rendimento de 6leo. Enquanto CAT1, CAT4, CATS5 e CAT6 que
possuem os menores conteudos de DNA (3.95, 3.23, 3.80 e 3.20pg, respectivamente)

e baixo rendimento de 6leo. O acesso CAT8 tem um contetdo de DNA mediano em



34

relacdo aos dois grupos (4.71pg) e o rendimento de 0.80% também esta entre o

rendimento dos dois grupos com contetado de DNA diferente.

A producao de 6leo da espécie P. cattleyanum € significativa quando comparada a
producdo de outras espécies de Psidium. Como observado na Tabela 1 a producéo
de 6leo no presente estudo variou de 0,70 a 0.95% enquanto Souza et al. (2017)
trabalhando com 22 gendtipos de P. guajava obteve um rendimento variando entre
0,17 a 0,56%. Além do efeito gigas que leva ao aumento do tamanho das células e
consequentemente do numero de coOpias génicas, o0 alto rendimento em P.
cattleyanum pode ser explicado pelo tipo de via biossintética presente na espécie.
Alguns trabalhos apontam que a via biossintética dos terpenos € a principal fonte de
producado de Oleo essencial (Kulheim et al., 2011; Webb et al., 2013; Padovan et al.,
2014; Webb et al.,, 2014). Como observado, os Oleos essenciais das plantas
analisadas sdo compostos majoritariamente por terpenos, sendo assim, as plantas
com genoma maior, apresentam mais genes terpenos e consequentemente produzem

mais 6leo.

Além da observacdo desses trés grupos de plantas com os conteiudos de DNA e
rendimentos similares, pode-se inferir também que o perfil dos compostos produzidos
por elas se assemelha (Figura 2), dessa maneira observa-se a presenca de trés
quimiotipos diferentes nas amostras analisadas. E interessante ressaltar que o
namero de moléculas de sesquiterpenos e monoterpenos produzidos pelas plantas
sao proximos, entretanto os monoterpenos sao produzidos quase que exclusivamente
pelos individuos de menor conteddo de DNA (CAT 1, 4, 5, 6 e 8), enquanto 0s
sesquiterpenos em maior quantidade e maior variabilidade nos individuos de maior
contetudo de DNA (CAT2 e CAT3).

A proporc¢ao relativa de metabdlitos secundarios ocorre em diferentes niveis (sazonais
e circadianos-diarias; intraplanta, inter e intraespecifica) e sao resultado da
especializacdo celular em que suas manifestagbes ocorrem de acordo com a
expressdo diferencial dos genes (Souza, 2017). O padrdao encontrado em P.
cattleianum pode ocorrer devido a familia de genes terpenos sintases (TPS) que sé&o
uma classe de enzimas especializada pela biossintese de terpenos. Essa familia
constitui-se por 3 classes e 7 subfamilias. A classe | consiste em TPS-c (copalil
difosfato e ent-caureno), TPS-e/f (ent-caureno e outros diterpenos, assim como alguns
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mono e sesquiterpenos) e TPS-h (especifico a Selaginella). J& a classe Il consiste de
TPS-d (especifico a gimnospermas) e a classe Ill apresenta TPS-a (sesquiterpenos),
TPS-b (monoterpenos ciclicos e hemiterpenos) e TPS-g (monoterpenos aciclicos)
(Kulheim et al., 2015). Nesse caso, acredita-se que nas plantas de P. cattleianum
analisadas neste estudo apresentem um padréo de TPS classe Il (TPS-a e TPS-b).

P. cattleianum apresenta uma variacdo pequena dos tipos de terpenos encontrados,
0 que aponta novamente para a presenca de genes TPS iguais, que possivelmente
foram duplicados nesses autopoliploides. Na Tabela 2 observa-se que em todos os
individuos os compostos que apresentaram maiores médias nas proporcdes relativas
foram o Trans-caryophillene, o alpha-pinene, copaene, alpha-humulene e o
eucalyptol. Tais compostos apresentam atividades biolégicas comprovadas para fins
medicinais. O  Trans-caryophillene  possui  atividade  antileishmaniose,
antiesquistossomoética e antifungica. O alpha-Humuleno é anti-inflamatorio.Ja o alpha-
pinene apresenta efeitos anti bactericida e antigo fungico (Hong et al., 2004), O
eucaliptol vem sendo amplamente utilizado na industria farmacéutica por apresentar
propriedades andibacterianas, antifingica, sedativa, anticonvulsionante (Monforte et
al., 2010) e analgésica (Takaishi et al., 2012).

Analisando o perfil cromatografico dos 6leos essenciais nas duas extracdes realizadas
em épocas diferentes (Tabela 2 e Anexo 1), pode-se afirmar que as condi¢cdes
ambientais exercem pouca influéncia na composicdo quimica das plantas analisadas,
nos permitindo evidenciar a viabilidade de exploracdo do 6leo essencial para fins
farmacoldgicos, ja que a producdo dos compostos majoritarios de interesse sofreu

variagdo minima das condi¢cdes ambientais.
5 Concluséo

Conclui-se que o conteido de DNA em P. cattleyanum influencia diretamente nas
caracteristicas quantitativas e qualitativas de seus 6leos essenciais, sendo que as
plantas poliploides de maior conteddo de DNA (CAT2 e CAT3) s&o recomendadas
como possiveis matrizes para a propaga¢do de novas plantas com potencial para a
producdo de compostos majoritarios de interesse farmacolégico como o Trans-

caryophillene e o alpha-Humuleno.
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Resumo
Diferentes estudos vem demonstrando diferencas cromossdmicas para Psidium

cattleyanum, relatando desde organismos dipléides (2n=22 cromossomos) até
citotipos que ndo sdo multiplos do numero basico da familia (x=11), como 2n=46, 48,
58, 82. Tal variacdo indica que a espécie seja um autopoliploide e dessa forma
desperta o interesse ja que os poliploides tendem a aumentar a producdo de
metabdlitos secundarios quando comparados as plantas-méae diploides. Nesse
contexto, o presente trabalho teve por objetivo analisar a relacdo entre o contetdo de
DNA, as variacbes na composicdo quimica dos 6leos essenciais e a sua atividade
biolégica em bioensaios vegetais. A partir das analises quimicas e de citometria de
fluxo, observou-se a formacao de trés quimiotipos distintos que variaram de acordo
com o contetdo de DNA das plantas. Assim, foi realizada a extracdo dos 0leos
essenciais que foram testados em sementes de Lactuca sativa e Sorgum bicolor.
Como resultado, observou-se que os Oleos de P. cattleyanum apresentam atividade
fitotoxica inibindo principalmente o crescimento radicular e aéreo em alface e
influenciando em todas as variaveis em sorgo, demonstrando assim seu potencial
como bioherbicida.

Palavras-chave: Psidium, Bioherbicida, Quimiotipos.
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1. INTRODUCAO

A familia Myrtaceae vem sendo descrita como fonte de diferentes eventos de
poliploidia e hibridizagdo (Costa e Forni-Martins, 2006b) e, por isso, se tornou foco de
estudos evolutivos que descreveram 0 numero cromossdmico para cerca de 50
espécies em nove géneros (Costa, 2004; Costa e Forni-Martins, 2006a) e Costa
(2009). Para o género Psidium, os valores de conteddo 2C de DNA nuclear se
relacionam diretamente com o numero basico x=11 e aumentam de acordo com o
nivel de ploidia (Costa et al., 2008).

Para Psidium cattleianum Sabine diferentes nimeros cromossémicos foram relatados,
como 2n =44, 66, 77 e 88 (Atchison 1947; Costa e Forni-Martins, 2006b; Costa 2009;
Hirano e Nakazone 1969; Medina 2014; Raseira e Raseira 1996; Singhal et al., 1980;
Souza et al., 2014). Além desses, Souza et al. (2014) relataram citotipos com 2n = 46,
48, 55, 58 e 82 que nao sao multiplos do niumero basico para a familia (x =11), sendo
que suas contagens foram complementadas pela quantificacdo de DNA. Medina
(2014) relatou que o valor 2C teria uma relacdo direta com o nivel de ploidia
determinado para citétipos 2n=77 e 2n=88 no Uruguai, confirmando que a
quantificacdo de DNA por citometria de fluxo é uma ferramenta segura na deteccéo
indireta da poliploidia.

A poliploidia se refere a presenca de dois ou mais conjuntos cromossOmicos
completos em um nucleo celular (Soltis, 2009) e em plantas € um fenémeno frequente,
sendo relatado principalmente nas angiospermas (Dodsworth et al., 2016). Além de
diversas caracteristicas fenotipicas, os vegetais poliploides apresentam modificagdes
genotipicas, ja que o aumento do numero de cromossomos da planta pode aumentar
a producao de metabolitos secundarios quando comparadas as plantas-mae diploides
(Dhawan e Lavania, 1996; De Jesus-Gonzales e Weathers, 2003) podendo formar

assim, diferentes quimiotipos nos 6leos essenciais dentro da mesma espécie.

A identificacdo dos compostos por sua vez, pode ajudar a definir as diferencas
existentes entre os genotipos, possibilitando a definicdo de agrupamentos entre
genotipos semelhantes (quimiotipos) (Yapia et al., 2014; Stesevic et al., 2014). Além
disso, o estudo da diversidade quimiotipica nos 6leos essenciais é importante para
identificar e selecionar gendtipos dentro de condicdes ambientais que sejam
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favoraveis para a producdo e exploracdo do Oleo essencial. Dessa forma os 6leos
podem ser aplicados na medicina popular, industria bioquimica, na producdo de

farmacos, estudos quimiotaxondémicos e assim, agregar valor a cultura (Souza, 2017).

Dessa forma, diante da variacdo no numero cromossdmico descrita para P.
cattleyanum, o presente estudo teve por objetivo analisar a relacao entre o contetdo
de DNA, a composicao quimica do 6leo essencial de cinco diferentes plantas de P.

cattleyanum bem como sua atividade biol6gica em bioensaios vegetais.
2. MATERIAL E METODOS

As amostras vegetais foram coletadas no municipio de Alegre, no estado do Espirito
Santo, situado na latitude sul (20° 45’ 48”), longitude oeste (41° 32’2”) e altitude de
254 metros. A extracao dos 0Oleos foi conduzida no laboratorio de Preparo de Amostra
Vegetal e os experimentos com os bioensaios vegetais no laboratoério de Citogenética
Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do
Espirito Santo (CCAE-UFES), Alegre, ES. J4 as analises de composi¢cao quimica dos
Oleos foram realizadas no laboratério de Quimica Aplicada do Instituto Federal do
Espirito Santo (IFES, Alegre, ES).

2.1 Citometria de fluxo

Para determinar o conteudo de DNA nuclear dos diferentes acessos de P. cattleyanum
foi utilizado Solanum lycopersicum L ‘Stupické’ (2C = 2,0 pg) como padrao interno
(Praca-Fontes et al. 2011). Fragmentos foliares de 2 cm? do padrdo e da amostra
foram dissociados em placa de Petri contendo 500 pL de tampéao de extracao nuclear
OTTO-I (0,1 M de &cido citrico, 0,5% de Tween 20, 2 mM de ditiotreitol e 50 pg/mL de
RNAse) (Otto, 1990) suplementados com polietilenoglicol (PEG). Ao material
dissociado obtido foram adicionados 500 pL do mesmo tampao, o qual foi filtrado em
malha de nylon (Partec®) de 30 um, acondicionado em microtubo e centrifugado a
100 xg por 5 minutos.

O precipitado obtido foi ressuspendido em tampao OTTO-I e mantido neste por 10
minutos (Praga-Fontes et al. 2011). Posteriormente, foram acrescentados 1,5 mL do
tampdo de coloracdo OTTO-I: OTTO-II (400 mM de Na:HPO4.H20, 2 mM de
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ditiotreitol, 50 pg/ml iodeto de propideo e 50 pg/mL de RNAse) (1:2) (Otto, 1990). As
suspensdes de nucleos foram mantidas no escuro por 30 minutos na solucdo de

coloracao e posteriormente filtradas em malha de nylon (Partec®) de 20 um.

As amostras foram analisadas em citbmetro de fluxo Partec PAS II/lll (Partec Gmbh,
Munster, Germany). O conteddo de DNA nuclear das amostras analisadas foi
calculado pela multiplicacdo do conteddo de DNA nuclear de Solanum lycopersicum
(padréo interno) pela relacéo de intensidade fluorescente correspondente aos picos

de nucleos Go/Ga.
2.2 Coleta das folhas de P. cattleianum e extracdo dos 6leos essenciais

Material vegetal — Foram coletadas folhas de 5 acessos de P. cattleyanum, sendo as

coletas realizadas utilizando a mesma planta de cada acesso as 8h da manha no dia.
A coleta foi realizada na altura do peito (1,6m) e ao redor do diametro da copa. Cerca
de 5009 de folhas totalmente desenvolvidas foram coletadas para obtencéo do 6leo e
caracterizacdo quimica. O material foi acondicionado em sacos de papel, identificado
e transportado para o laboratério de Preparo de Amostra Vegetal no CCAE-UFES. As
folhas foram acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em freezer a -9°C

até a extracao do Oleo essencial.

Extracdo dos 6leos essenciais — Os 6leos essenciais foram obtidos no laboratério de

Preparo de Amostra Vegetal do CCAE-UFES por hidrodestilacdo, em aparelho
Clevenger, durante quatro horas de extracdo de acordo com a metodologia
recomendada pela Farmacopeia Brasileira para 6leos volateis (BRASIL, 2010). Nas
extracdes foram utilizadas cerca de 300g de folhas em aproximadamente 1000 mL de
agua de osmose reversa, em baldo de fundo redondo de 2000 mL. Os vapores de
agua e de 6leo se misturaram e apos o resfriamento ocorreu a condensacéo das
moléculas, que foram separadas por diferenca de solubilidade e densidade. A mistura
de 6leo e agua foi colocada em eppendorf, centrifugada, o 6leo foi removido com

micropipeta e armazenado em freezer a -20 °C, protegido de luminosidade.
2.3 Perfil cromatogréafico dos 6leos essenciais

Identificacdo dos constituintes dos o6leos essenciais - As amostras dos o6leos

essenciais extraidos das folhas foram analisadas por Cromatografia Gasosa com
detector de lonizacdo de Chama (GC-FID) (Shimadzu GC-2010 Plus) e Cromatografia
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Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) (Shimadzu GCMS-QP2010
SE). Para essas analises, as seguintes condi¢cdes foram empregadas: o gas arraste
utilizado foi o He para os dois detectores com fluxo e velocidade linear de 2,80 mL.min-
1 e 50,8 cm.seg-1 (GC-FID) e 1,98 mL.min-1 e 50,9 cm.seg-1 (GC-MS),
respectivamente; a temperatura do injetor foi de 220 °C na razéo split de 1:30; coluna
capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm); fase estacionaria Rtx®-5MS (0,25 um de
espessura do filme); a temperatura do forno teve a seguinte programacao:
temperatura inicial de 40 °C, a qual permaneceu por 3 minutos e em seguida a
temperatura foi aumentada gradativamente a 3 °C.min-1 até atingir 180 °C, em que
permaneceu por 10 minutos, tendo um tempo total de analise de 59,67 min; as
temperaturas utilizadas nos detectores FID e MS foram de 240 e 200 °C,
respectivamente (SOUZA et al., 2017).

As amostras utilizadas foram retiradas dos vials em um volume de 1 yL de uma
solucdo de 3% de 6leo essencial dissolvido em hexano com DMA 0,1 mol.L-1 (padréo

externo para controle de reprodutibilidade).

As analises por GC-MS foram realizadas em um equipamento por impacto eletrénico
com energia de impacto de 70 eV; velocidade de varredura de 1000; intervalo de
varredura de 0,50 fragmentos.seg-1 e fragmentos detectados de 29 a 400 (m/z). As
analises por GC-FID foram realizadas por uma chama formada por H2 e ar atmosférico
com temperatura de 300 °C. Foram utilizados fluxos de 40 mL.min-1 e 400 mL.min-1

para H2 e ar, respectivamente.

A identificacdo dos componentes dos 6leos essenciais foi realizada pela comparacéo
dos espectros de massas obtidos com os disponiveis no banco de dados da
espectroteca (Wiley 7, NIST 05 e NIST 05s) e pelos indices de retencdo LTPRI (IR).
Para o calculo dos IR, foi utilizada uma mistura de alcanos saturados C7C40 (Supelco-
USA) e o tempo de retencéo ajustado de cada composto, obtidos através do GC-FID.
Em seguida, os valores calculados para cada composto foram comparados com os da
literatura (ADAMS, 2007; NIST, 2011).

O percentual relativo de cada composto do 6leo essencial foi calculado através da
razao entre a area integral dos picos e a area total de todos os constituintes da

amostra, dados obtidos pelas analises realizadas em GC-FID. Os compostos com
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area relativa acima de 1% foram identificados e acima de 10% foram considerados

majoritarios.
2.4 Bioensaios vegetais

Teste de Fitotoxicidade - Sementes de Lactuca sativa e Sorgum bicolor foram

utiizadas como modelos vegetais de eudicotiiedbnea e monocotiledénea,
respectivamente. Sementes das duas espécies foram colocadas em placa de Petri
forradas com papel filtro umedecido com diferentes concentra¢des do 6leo essencial
(187.5, 375, 750, 1500 e 3000 ppm) dos cinco acessos de P. cattleianum. Como
controle positivo foi utilizado agua e como controle negativo o herbicida comercial
glifosato. A germinacéo se deu em BOD a 24°C durante todo o experimento. O numero
de sementes germinadas foi contado apd6s 16, 24, 32 e 48h de tratamento. O indice
de velocidade de germinacédo (IVG) foi obtido de acordo com a férmula: (N1*1) + (N2-
N1)*1/2 + (N3-N2)*1/3 + ... (Ny-(Ny-1))*1/y, onde Ny representa o numero de
sementes germinadas em um determinado periodo e Y representa o numero total de
intervalos de tempo. A porcentagem de sementes germinadas (GR) e o comprimento
de raiz (CR) foram avaliados ap6s 48h. As partes aéreas das plantulas foram medidas

apos 120h para determinar o crescimento aéreo (CA).

2.5 Analise estatistica dos dados

Utilizando os dados dos testes de fitotoxicidade foi realizada andlise de variancia
(ANOVA) utilizando o teste de Dunnet para comparar os acessos nas diferentes
concentracdes testadas com os controles. Além disso, o teste de Tukey foi realizado
para comparar os efeitos entre os controles. a 5% de probabilidade utilizando o
Programa R, versao 3.3.2 (R, 2016).

3. RESULTADOS
3.1 Conteudo de DNA e perfil cromatografico

Os acessos utilizados apresentaram variagdo nos valores de conteddo de DNA

(Tabela 1) e também na composicéo quimica de seus 0Oleos essenciais (Tabela 2).
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Tabela 1. Conteudo de DNA (pg) dos 6leos dos cinco acessos de P. cattleyanum.

Acesso Contetdo de DNA (pg)
CAT2 5.81
CAT3 6.03
CAT4 3.23
CATS 3.80
CATS8 4.71
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Tabela 2 - Composicdo quimica em percentual de area relativa dos 6leos essenciais dos acessos de P. cattleyanum.

Compostos? Tempo de indice de Area relativa® Clas§e§
retencdo (min)® retencdo® CAT2 CAT3 CAT4 CAT5 CAT8 Terpénicas
alpha-Pinene 8.795 933 2,03 6,06 23,80 19,56 4,88 MH
beta-Pinene 10.725 976 3,62 MH
Myrcene 11.520 990 MH
Limonene 12.925 1025 9,17 MH
Eucalyptol 13.280 1033 27,70 24,34 3,80 MO
Beta-ocimene 13.735 1041 520 4,17 MH
alpha-Terpineol 20.805 1192 4,38 3,45 MO
Copaene 29.030 1374 9,88 9,90 3,68 SH
trans- 30.820 1417 62,27 58,45 35,30 41,80 57,05 SH
Caryophyllene
alpha-Humulent 32.270 1453 13,93 13,38 3,11 11,68 SH
alpha-Amorphen 33.255 1476 3,57 SH
beta.-Selinene 34.279 1490 2,96 SH
alpha.-selinene 34.672 1498 2,72 SH
delta-Cadinene 35.175 1523 6,78 6,34 4,06 SH
NIf 37.455 - 3,44
Viridiflorol 37.485 1580 2,61 SO
NI 39.220 - 250 2,43
Contetdo de 581 6.03 323 380 471
(P9)

a Os compostos foram identificados pelo indice LTPRI (GC/FID) e Espectrometria de Massa (GC / MS) utilizando a coluna Rtx ®-5MS. ? Indice de Retencédo Tabulado
(Adams, 2007; El-Sayed, 2016; NIST, 2011). ¢ indice de retencéo calculado a partir de dados obtidos por amostragem de n-alcanos saturados (C7-C40). @ Foram
identificados compostos com areas relativas >2%. ¢ Classes terpénicas (MH: monoterpenos hidrogenados; MO: monoterpenos oxigenados; SH: sesquiterpenos
hidrogenados). f Compostos néo identificados.
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A partir das andlises cromatograficas foram identificados 14 compostos nos 0Oleos
essenciais dos 5 acessos de P. cattleyanum. Nos 6leos de cada acesso foram
identificados 100% dos compostos com area relativa acima de 2%, os quais foram
classificados em monoterpenos hidrogenados e oxigenados e sesquiterpenos
hidrogenados (Figura 1).

Utilizando a classificacdo terpénica dos compostos encontrados nos acessos em
estudo, a Figura 2 foi gerada e nela é possivel observar a formacéo de 3 quimiotipos
diferentes que foram assim classificados: Quimiotipo 1 (Q1) composto pelos acessos
de maior conteido de DNA (CAT2 — 5.81pg e CAT3 — 6.03pg); Quimiotipo 2 (Q2)
composto pelos acessos de menor conteido de DNA (CAT4 — 3.23pg e CATS —
3.80pg) e o Quimiotipo 3 (Q3) composto pelo acesso de conteudo de DNA
intermediario em relacdo aos demais (CAT8 — 4.71pQ).
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Figura 1 — Area relativa das classes terpénicas em relacdo aos acessos de P.
cattleyanum. *Area relativa das classes terpénicas em relacdo aos acessos de P.
cattleyanum (CAT2, CAT3, CAT4, CAT5 e CAT8). Monoterpenos hidrogenados (HM),
monoterpenos oxigenados (OM), sesquiterpenos hidrogenados (HS) e sesquiterpenos
oxigenados (SO).
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3.2 Fitotoxicidade

No teste de fitotoxicidade foram avaliados a porcentagem de germinacao (%G), indice
de velocidade de germinacao (IVG), crescimento radicular (CR) e crescimento aéreo
(CA). Os dados obtidos apds o teste de Dunnet, a 5% de probabilidade, foram
utilizados para gerar o boxplot, e apenas onde houve interagdo entre os tratamentos

e as trés testemunhas € que os graficos foram gerados.

Dessa forma, nas varidveis porcentagem de germinacdo e IVG observadas em
sementes de alface ndo houve efeito significativo, por isso as mesmas nao se
encontram representadas. Ja a germinacéo das sementes de sorgo foi inibida em 77%
com o 6leo essencial da planta CAT3 na concentracdo de 750ppm, sendo essa
inibicdo proxima a do controle positivo glifosato. Além disso, as concentracdes de
1500 e 3000ppm inibiram 63% e 70% da germinacado. O 6leo essencial de CAT4 inibiu
em 50% a germinacdo na concentracdo de 187,5ppm e 45% na concentracao de
750ppm (Figura 2).
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Figura 2 — Porcentagem de sementes germinadas de sorgo submetidas aos
tratamentos com diferentes concentragdes (ppm) dos Oleos essenciais de diferentes
gendtipos de P. cattleyanum. * As médias seguidas pelas mesmas letras representam
semelhanca significativa, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05) e médias
seguidas por letras diferentes representam diferenca, de acordo com o teste. Onde a
germinacao é representada em porcentagem.
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Na Figura 3, na andlise da variavel IVG, observou-se que o 6leo essencial de CAT3,
nas concentracdes de 1500 e 3000ppm, provocou diferencas significativas, enquanto
0 Oleo essencial de CAT4 influenciou no IVG nas concentracbes de 187,5; 375 e
750ppm. As concentracdes de 1500 e 3000ppm do 6leo essencial de CAT5 também
foram significativas bem como as concentragcées de 187.5 e 3000ppm do dleo de
CATS.
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Figura 3 — indice de Velocidade de Geminagdo das sementes de sorgo submetidas
aos tratamentos com diferentes concentracbes (ppm) dos Oleos essenciais de
diferentes gendtipos de P. cattleyanum.* As médias seguidas pelas mesmas letras
representam semelhanca significativa, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05) e
médias seguidas por letras diferentes representam diferenca, de acordo com o teste.

A variavel crescimento aéreo (CA) das plantulas de alface submetidas aos
tratamentos com Oleo essencial de CAT2 nas concentracbes de 187.5, 375 e
1500ppm diferiram significativamente do controle positivo glifosato, apresentando um
CA de 6.6, 4.2 e 6.3mm), respectivamente. Para CAT3 todas as concentra¢des do 6leo

foram significativas, sendo suas médias iguais a 8, 6.2, 8.3, 7.1, 6.2mm. Para CAT4
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as concentracfes de 187.5, 375 e 750ppm do 6leo essencial apresentaram um CA de

4.2, 7 e 4.3mm, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4 — Crescimento aéreo das plantulas de alface submetidas aos tratamentos
com diferentes concentracdes (ppm) dos 6leos essenciais de diferentes gendtipos de
P. cattleyanum.* As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanca
significativa, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05) e médias seguidas por letras
diferentes representam diferenca, de acordo com o teste. Onde o Crescimento da
Parte Aérea é representada em mm.

J& no experimento com sorgo o CA apresentou diferencas significativas para as
concentracfes de 187.5, 375 e 3000ppm do oleo essencial de CAT2 (13.5, 7.5,
9.5mm, respectivamente); 187.5, 375, 1500 e 3000ppm do 6leo de CAT3 (8, 7.6, 7.9
e 6mm, respectivamente). Para CAT4 as concentra¢gOes de 187.5 e 750 ppm (4 e
3mm, respectivamente) do Oleo essencial apresentaram diferencas significativas,
enquanto que para o 6leo de CAT5 as concentracdes de 187.5, 375 e 750ppm (9, 4 e
3ppm, respectivamente) foram significativas quando comparadas ao controle positivo
glifosato. Por fim, o 6leo essencial de CAT8, nas concentracdes de 187.5 e 3000ppm,

apresentou resultados significativos (6.5 e 8mm, respectivamente) (Figura 5).
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Figura 5 — Crescimento aéreo das plantulas de sorgo submetidas aos tratamentos
com diferentes concentra¢cdes (ppm) dos Oleos essenciais de diferentes gendtipos de
P. cattleyanum. *As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanca
significativa, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05) e médias seguidas por letras
diferentes representam diferenca, de acordo com o teste. Onde o Crescimento da
Parte Aérea é representada em mm.

Em relacdo ao CR, em alface o 6leo essencial de CAT3, na concentracdo de
1500ppm, permitiu um CR significativo de 10.3mm quando comparado ao controle
glifosato, enquanto o 6leo de CAT4, na concentracdo de 750ppm, permitiu um CR
significativo de 9mm. O 6leo essencial de CAT5, nas concentracfes de 375 e 750ppm

permitiu um CR de 8.7 e 8mm (Figura 6).
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Figura 6 — Crescimento radicular de sementes de alface submetidas aos tratamentos
com diferentes concentracdes (ppm) dos 6leos essenciais de diferentes genadtipos de
P. cattleyanum. *As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanca
significativa, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05) e médias seguidas por letras
diferentes representam diferenga, de acordo com o teste. Onde o Crescimento
Radicular é representado em mm.

J& nos testes com as sementes de sorgo observou-se que os valores significativos
foram encontrados em sementes submetidas aos tratamentos com 6leo essencial de
CATS3, nas concentracdes de 750ppm (3.5mm), 1500ppm (2.5mm) e 3000ppm (2mm);
CAT4, nas concentracdes de 187.5ppm (1.9mm), 750ppm (1.7mm), 1500ppm
(2.5mm) e 3000ppm (2.3mm) e CAT5, nas concentracdes de 187.5 (2.4mm), 375ppm

(2.3mm), 750ppm (2.4mm) (Figura 7).
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Figura 7 — Crescimento radicular de sementes de sorgo submetidas aos tratamentos
com diferentes concentracdes (ppm) dos 6leos essenciais de diferentes gendtipos de
P. cattleyanum.*As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanca
significativa, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05) e médias seguidas por letras
diferentes representam diferengca, de acordo com o teste. Onde o Crescimento
Radicular é representado em mm.

A tabela abaixo resume os resultados dispostos nos graficos, ressaltando as
concentracdes significativas em cada acesso de P. cattleyanum, em alface e sorgo.
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Tabela 3. Resumo das concentracdes significativas nos parametros analisados para

0s bioensaios alface e sorgo.

CAT2 CAT3 CAT4 CATS CATS8
Germinacao
VG
ALFACE CPA 187.5ppm C| 750ppm C | 187.5ppm C
750ppm C
CR 187.5ppm* | 1500ppm* | 750ppm* 375ppm*
750ppm*
Germinacao 750ppm C | 187.5ppm*
1500ppm* | 750ppm*
3000ppm*
VG 1500ppm* | 187.5ppm* | 1500ppm C
3000ppm* | 750ppm*

SORGO CPA 187.5ppm* | 187.5ppm (| 187.5ppm* | 187.5ppm C| 187.5ppm*
375ppm C | 375ppm C | 750ppm* 375ppm* 3000ppmC
3000ppm C | 1500ppm C 750ppm*

3000ppm*
CR 750ppm C | 187.5ppm C| 375ppm C
1500ppm C| 750ppm C | 750ppm C
3000ppm C| 1500ppm C
3000ppm C

IVG: indice de Velocidade de Germinac&o; CPA: Crescimento Parte Aérea; CR: Crescimento

Radicular.
4 Discusséo
4.1 Conteudo de DNA e perfil cromatografico

A partir dos resultados da citometria de fluxo observou-se que CAT2 e CAT3 séo os
acessos com maior conteido de DNA, enquanto CAT4 e CAT5 sdo o0s que
apresentam menor conteido de DNA. CAT8 teve o conteudo de DNA estimado em
4.71pg, um valor considerado intermediario em relagdo aos demais acessos.
Diferentes estudos demonstraram a existéncia de variagdes no nimero cromossémico
para P. cattleyanum, sendo que ja foram relatados valores de 2n = 44, 46, 48, 55, 58,
66, 77, 82 e 88 (Atchison 1947; Costa e Forni-Martins, 2006; Costa 2009; Hirano e
Nakazone 1969; Medina 2014; Raseira e Raseira 1996; Singhal et al., 1984; Souza et
al., 2014).

Nesse sentido, essas variagbes, do numero cromossémico e consequentemente do
contetdo de DNA, influenciam na producdo de diferentes quimiotipos nas plantas

dessa espécie. Tal afirmacdo € comprovada pela analise cromatografica e
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evidenciada na Tabela 1, onde observou-se uma variacao na producao de compostos
das plantas testadas, sendo que as de conteiudo de DNA préximo apresentam
semelhancas na composicdo quimica. Os acessos com maior conteldo de DNA
(CAT2 e CAT3) sao compostos principalmente por sesquiterpenos (5 compostos),
enguanto os acessos com menor conteudo de DNA (CAT4 e CAT5) sdo compostos
principalmente por monoterpenos (5 compostos). JA o acesso CAT8 apresenta
contetdo de DNA intermediario quando comparado com o0s demais acessos e sua
composicdo quimica, apesar de conter mono (3 compostos) e sesquiterpenos (6
compostos), apresenta quantidades diferentes dos mesmos ao se comparar com
CAT4 e CATS.

Na figura 2 é possivel visualizar a formacé&o dos quimiotipos relacionados ao contetudo
de DNA. Assim o Q1 é formado por CAT2 e CAT3 (maiores conteudos de DNA), o Q2
por CAT4 e CAT5 (menores conteudos de DNA) e o Q3 pelo acesso CATS8.

De acordo com Souza et al. (2017), a quimiotipia € um fendmeno quimico onde os
Oleos essenciais de uma mesma planta apresentam diferenca significante na
producdo de seus compostos majoritarios. Por muito tempo considerou-se que a
guimiotipia era decorrente de eventos ligados a fatores ambientais como altitude,
variacdes do clima e solo. Entretanto, com o0s avancos tecnolégicos e os estudos
aplicados verificou-se que fatores genéticos também influenciam na quimiotipia. Para
P. cattleyanum néo existem relatos da formacéo de diferentes perfis cromatograficos,
entretanto, para P. guajava essa variacdo quimiotipica é existente (Khadhri et al.,
2014; Solérzano-Santos e Miranda-Novales, 2011; Joseph et al., 2010).

Observando os resultados deste estudo € possivel inferir que para a sintese dos
metabalitos primarios e secundarios, os genes controlam a producéo de catalisadores
(enzimas) dentro da unidade informativa da maquinaria celular. Dessa maneira, a
constituicdo genética de cada individuo influenciara nas rotas metabdlicas requeridas

para a producao de tais metabolitos secundérios (Roberts, 2007).

Sendo assim, tendo em vista as variagcdes de conteldo de DNA verificadas pelas
analises de citometria de fluxo, entende-se que nos acessos de maior contetudo de
DNA (CAT2 e CAT3) possivelmente ha a ocorréncia de duplicacdo cromossomica e
consequentemente, duplicagdo de genes que controlam a producdo dos compostos

majoritarios do primeiro quimiotipo identificado, formado em sua maioria por
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sesquiterpenos. O contrario acontece no segundo quimiotipo identificado, onde as
plantas de menor conteudo de DNA (CAT4 e CAT5), possivelmente ndo sofreram
duplicacdo cromossOmica equivalente as plantas CAT2 e CATS3, portanto, s&o

formadas majoritariamente por monoterpenos.
4.2 Fitotoxicidade

Em relacdo a atividade dos 6leos dos diferentes acessos de P. cattleyanum nos
bioensaios vegetais com alface e sorgo é possivel perceber que de maneira geral
todos os oOleos apresentaram atividade em alguma das variaveis analisadas, porém,
alguns apresentam maior potencial, sendo assim, a discusséo a seguir terd como foco
a relacdo entre a quimiotipia identificada nos acessos estudados e sua relagdo com a
variagdo no conteudo de DNA dos mesmos, como evidenciado na tabela 3.

Nas variaveis porcentagem de germinacao e IVG, no que diz respeito aos testes com
alface é possivel observar que nenhum Oleo teve efeito significativo quando
comparado com o controle positivo glifosato, por isso, esses parametros nao se

encontram representados graficamente.

Observa-se que para alface o Q2 apresentou maior atividade, ja que afetou
significativamente as variaveis CA e CR, enquanto o Q1 so afetou a variavel CR e o
Q3 somente o CA. Amri et al. (2013), afirmaram que geralmente as eudicotiledéneas
sdo mais sensiveis a monoterpenos e isso pode justificar o fato de que o Q2 teve

maior atividade nas variaveis avaliadas nas sementes de alface.

Entretanto, vale destacar que o 6leo essencial de CAT2 exerceu acdo na menor
concentracdo aplicada. Este acesso se difere dos demais por apresentar a maior
concentracdo de trans-Cayophyllene (TC). Outros trabalhos relataram a atividade do
TC, como por exemplo em Brassica campestres, Raphanus sativus e Achyranthes
japbnica (Mig.), onde o TC inibiu o crescimento das plantulas (Kil et al., 2000; Wang
et al., 2009). J& em Arabidopsis thaliana, Araniti et al. (2013) observaram um efeito
dose dependente do TC no crescimento da parte aérea e das raizes. Valera-Burgos
et al. (2012) relataram que para moléculas e/ou extratos de plantas com atividade
alelopatica, as respostas do TC foram especificas da espécie e dependentes da dose.
Além disso, as caracteristicas de permeabilidade e absor¢cdo da semente utilizada

também influenciam na atividade e na resposta ao TC (Pellissier, 2013).
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Observando os gréaficos de sorgo e a Tabela 3 € possivel perceber que tanto o Q1
guanto o Q2 apresentaram elevada atividade nesse bioensaio. No Q1 o 6leo de CAT3
se destacou com maior efeito, porém em todos 0s pardmetros as maiores
concentracdes foram as mais efetivas. Ja no Q2 CAT4 se destaca com atividade em
todos os parametros e diferentemente de CAT3, neste acesso a menor concentracéo

(187.5ppm) foi a que apresentou maior efeito.

A efetividade de CAT4 pode estar relacionada com a quimiotipia encontrada, onde os
monoterpenos sdo majoritarios, principalmente o Alpha-pinene e o Eucalyptol. Os
monoterpenos apresentam alta capacidade de atuar na integridade da membrana
celular, alterando seu estado de fluidez. Isso acontece, pois segundo Zunino e
Zygadlo (2004), os monoterpenos aumentam a razao entre acidos graxos insaturados
e saturados nos fosfolipideos da membrana. Ainda, segundo Amri et al. (2013) as
ligacdes insaturadas mantém a fase cristalina liqguida da membrana, o que impede a
peroxidagdo lipidica, sendo esta uma resposta das plantas ao estresse hidrico e
oxidativo que pode causar distlrbios nos processos fisioldégicos e bioquimicos das
mesmas. Dessa maneira, 0S monoterpenos se relacionam com o estresse oxidativo
nos vegetais. Além disso, os monoterpenos também inibem a polimerizacdo de
microtUubulos em células vegetais (Chaimovitsh et al. 2010), interrompendo a divisao
celular, causando malformacdes radiculares mediadas por uma alteracao no contetdo

de auxina e etileno em Arabidopsis thaliana (Grana et al. 2013).

Como ja mencionado anteriormente, a presenca do TC como composto majoritario em
todas os acessos também reforca a ideia de que juntamente a atividade dos
monoterpenos presentes no Q2, o TC tenha um efeito sinérgico junto aos demais
compostos. Tal composto foi eficiente na inibicdo do crescimento radicular de plantas
daninhas como o Lolium perenne L., Amaranthus retroflexus L. e Digitaria sanguinalis
L. Scop (Araniti, 2016). Sendo assim, os 0leos essenciais de P. cattleyanum que
apresentam o0s quimiotipos 1 e 2 apresentam potencial alelopatico e podem ser

utilizados como bioherbicida.

Ainda é importante ressaltar que a identificacdo de quimiotipos nos 0leos essenciais
de P. cattleyanum permite que estes se tornem marcadores quimicos para a espécie,
ja que é possivel relacionar o quimiotipo com o conteiudo de DNA da espécie. Além

disso, os quimiotipos podem servir também para a identificagcdo taxondémica da
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espécie. Na pratica, esses compostos podem ser utilizados em estudos genéticos,
guimiossistematicos, em programas de melhoramento genético na selecdo de
gendtipos de interesse e identificacdo de condigbes ambientais favoraveis para o
cultivo e exploracéo dos frutos e do proprio 6leo essencial.

5 CONCLUSAO

O perfil cromatografico dos cinco acessos de Psidium cattleyanum apresentou grande
variabilidade quimiotipica, demonstrando que a espécie ndo apresenta um quimiotipo
anico. As variagcbes na composicdo quimica se relacionaram com a variacdo do
conteaddo de DNA nuclear, dessa maneira foi possivel a identificacdo de trés
quimiotipos: o Quimiotipo 1, das plantas com maiores conteidos de DNA (CAT2 —
5.81pg e CAT3 - 6.03pg); o Quimiotipo 2, das plantas com os menores conteudos de
DNA (CAT4 — 3.23pg e CAT5 — 3.80pg) e o Quimiotipo 3 da planta com conteudo de
DNA intermediario (CAT8 — 4.71pg). A identificacdo de quimiotipos nas espécies
vegetais, é importante pois estes podem ser utilizados como marcadores quimicos e
utilizados em estudos citogenéticos, quimiossistematicos e em programas de

melhoramento genético.

No que diz respeito a atividade biol6gica dos 6leos essenciais de Psidium cattleyanum
observou-se que os mesmos apresentaram atividade fitotoxica, inibindo o crescimento
radicular e aéreo em alface e influenciando em todas as variaveis estudadas (%G,
IVG, CPA e CR) em sorgo. Sendo assim, recomenda-se 0s acessos CAT3 e CAT4
como plantas matrizes para programas de melhoramento genético, com potencial para

exploracdo de seu Oleo essencial com efeito bioherbicida.
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Resumo

O controle do mosquito Aedes aegypti pelo uso de inseticidas sintéticos tem potencial
efeito na poluicdo ambiental e aumenta a resisténcia dos vetores alvo. Surge assim a
necessidade de pesquisas com plantas produtoras de substancias naturais com agao
inseticida, uma forma ambientalmente correta de controlar o Aedes aegypti e
consequentemente diminuir a incidéncia das doengas transmitidas por ele. Tais
substancias sao produzidas pelo metabolismo secundério das plantas. Nesse
contexto, estudos recentes demonstraram atividade larvicida promissora em espécies
de Psidium. Além disso, para Psidium cattleianum foram identificados diferentes
quimiotipos, o que despertou o interesse em analisar a agao larvicida da espécie em
A. aegypti e se essa variacdo quimica influencia na mesma. O estudo foi um
delineamento experimental, com cinco individuos de P. cattleyanum e cinco doses de
oleo essencial: 10, 30, 50, 70 e 100 yg.mL1. Os dados de mortalidade foram obtidos
e demonstraram efeito larvicida em A. aegypti com CL50 que variam de 64.07 a 93.18
ug.mL1. O perfil cromatogréafico dos 6leos essenciais permitiu observar a formacéo de
trés quimiotipos, o0 primeiro constituido majoritariamente por sesquiterpenos
hidrogenados (CAT2 e CAT3) o segundo em gque 0s 0leos possuem monoterpenos
hidrogenados (CAT4, CAT5 e CAT8) em sua constituicdo, sendo que tais quimiotipos
apresentaram diferencas na atividade. Sendo assim, conclui-se que o0s O6leos
essenciais de P. cattleyanum apresentam alta atividade larvicida em A. aegypti.

Palavras-chave: Variacao de ploidia, inseticida natural, mortalidade de larvas, Psidium
cattleyanum, Aedes aegypti.
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1. INTRODUCAO

O Aedes aegypti € um importante vetor de doencas que causam alta morbidade e
mortalidade em varios paises do mundo (Tattevin, 2012). Diante disso os métodos de
controle se tornaram parte essencial do gerenciamento de vetores pela saude publica,
envolvendo principalmente a intervencdo por meio do controle de larvas pela
aplicacdo rotineira de larvicidas quimicos, como compostos organofosforados e

reguladores de crescimento de insetos.

Entretanto, os impactos ambientais provenientes dos inseticidas sintéticos, bem como
0 custo dos mesmos se apresentam como um grande desafio (Ohimain et al., 2014;
Soleimani-Ahmadi et al., 2014). Além disso, alguns destes, como a deltametrina e a
permetrina que sdo os mais utilizados desde a década de 90, perderam a sua eficacia
devido a resisténcia significativa do mosquito e a ndo conformidade de seu uso diante
da preocupacao com a saude publica e os impactos ambientais de produtos quimicos

sintéticos (Chareonviriyaphap et al., 2013; Vontas et al., 2012).

O controle de mosquitos ainda no seu estagio aquatico, na forma de larva, é uma
estratégia preferivel em comparacdo com o manejo de estagios adultos (Mdoe et al.,
2014). Os produtos de origem vegetal sdo uma alternativa vantajosa aos compostos
guimicos convencionais e assim vem sendo amplamente explorados contra diferentes
géneros de mosquitos (Ghosh et al., 2012; George et al., 2014). Nesse cenério, surge
a necessidade de pesquisas com plantas produtoras de substancias naturais com
acdo inseticidas, que tem alta eficacia em virtude do efeito sinérgico das substancias

gue as compdem.

Dentre essas plantas de interesse esta Psidium cattleyanum Sabine, que pertence a
familia Myrtaceae. Essa espécie, vem demonstrando grande potencial para a
exploragdo econdmica (Kinupp e Lorenzi, 2014). Além da utilizacdo dos frutos in
natura na alimentacdo, a espécie apresenta atividade antiproliferativa em células
cancerigenas (Moon et al. 2011, Medina et al. 2011, Jun et al. 2011, Im et al. 2012),
antimicrobiana (Brighenti et al. 2008, De Menezes et al. 2010, Jun et al. 2011, Medina

et al. 2011), potencial alelopatico, citotéxico e genotoxico (Hister et al. 2015).

Além disso, estudos com espécies do género Psidium vem demonstrando que existem

variacdes quimicas intraespecificas, como é o caso das cultivares de Psidium guajava
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que apresentaram quimiotipos distintos relatados (Souza et al., 2017). Tais
qguimiotipos representam a diversificagdo da composicédo quimica do 6leo essencial,
resultante da interacd@o entre caracteristicas genéticas e condi¢cdes ambientais em que

a planta se encontra (Januzzi et al., 2011).

Assim, diante da importancia da espécie P. cattleyanum e tendo em vista que a
presenca de diferentes quimiotipos pode influenciar nas caracteristicas qualitativas e
guantitativas dos 6leos essenciais, 0 presente estudo teve por objetivo avaliar a
atividade larvicida em Aedes aegypti dos 6leos essenciais de cinco plantas de P.

cattleyanum.

2. MATERIAL E METODOS

As plantas utilizadas fazem parte da colecao que se encontra em campo no Centro de
Ciéncias Agrarias e das Engenharias da UFES. Assim as amostras vegetais (folhas)
dos acessos de P. cattleyanum foram coletadas no municipio de Alegre, latitude sul
(20° 45’ 48”), longitude oeste (41° 32’2”) altitude de 254 metros, no estado do Espirito
Santo, Brasil. A extracdo dos 6leos essenciais foi conduzida no laboratério de Preparo
de Amostra Vegetal do Centro e Ciéncias Agrarias e das Engenharias da UFES e os
experimentos com as larvas no Insetario do Departamento de Biologia Geral da
Universidade Federal de Vicosa (Vicosa, MG). J& as analises de composi¢cao quimica
dos 6leos foram realizadas no laboratério de Quimica Aplicada do Instituto Federal do
Espirito Santo (IFES, Alegre, ES).

2.1 Coleta e extracdo dos Oleos essenciais das folhas dos acessos de P.

cattleyanum

Material vegetal — As folhas dos acessos de P. cattleyanum foram coletadas as 8h da

manha no mesmo dia. A coleta foi realizada na altura do peito (1,6m) e ao redor do
didmetro da copa. Cerca de 5009 de folhas totalmente desenvolvidas foram coletadas
para obtencdo do 6leo e caracterizagdo quimica. O material foi acondicionado em
sacos de papel, identificado e transportado para o laboratorio de Preparo de Amostra
Vegetal no CCAE-UFES. As folhas foram secas a temperatura ambiente e
acondicionadas em sacos plasticos, sendo armazenadas em freezer a -20 °C até a
extracdo do 6leo essencial.
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Extracdo dos oOleos essenciais — Os 0leos essenciais foram extraidos por

hidrodestilacdo, em aparelho Clevenger, durante quatro horas de acordo com a
metodologia recomendada pela Farmacopeia Brasileira para 6leos volateis (BRASIL,
2010). Nas extracdes foram utilizadas cerca de 300g de folhas em aproximadamente
1000 mL de a&gua de osmose reversa, em baldo de fundo redondo de 2000 mL. Os
vapores de agua e de Oleo se misturaram e apos o resfriamento ocorreu a
condensacdo das moléculas, que foram separadas por diferenca de solubilidade e
densidade. A mistura de 6leo e agua foi colocada em eppendorf, centrifugada, o 6leo
foi removido com micropipeta e armazenado em freezer a -20 °C, protegido de

luminosidade.
2.2 Perfil cromatografico dos 6leos essenciais

Identificacdo dos constituintes dos o6leos essenciais - As amostras dos Oleos

essenciais extraidos das folhas foram analisadas por Cromatografia Gasosa com
detector de lonizacdo de Chama (GC-FID) (Shimadzu GC-2010 Plus) e Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) (Shimadzu GCMS-QP2010
SE). Para essas analises, as seguintes condi¢cdes foram empregadas: o gas arraste
utilizado foi o He para os dois detectores com fluxo e velocidade linear de 2,80 mL.min"
! e 50,8 cm.seg? (GC-FID) e 1,98 mL.min! e 50,9 cm.seg! (GC-MS),
respectivamente; a temperatura do injetor foi de 220 °C na razéo split de 1:30; coluna
capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm); fase estacionaria Rtx®-5MS (0,25 uym de
espessura do filme); a temperatura do forno seguiu a programacao: temperatura inicial
de 40 °C, a qual permaneceu por 3 minutos e em seguida a temperatura foi aumentada
gradativamente a 3 °C.min* até atingir 180 °C, em que permaneceu por 10 minutos,
tendo um tempo total de andlise de 59,67 min; as temperaturas utilizadas nos
detectores FID e MS foram de 240 e 200 °C, respectivamente (SOUZA et al., 2017).

As amostras utilizadas foram retiradas dos vials em um volume de 1 pyL de uma
solucéo de 3% de 6leo essencial dissolvido em hexano com DMA 0,1 mol.L* (padrédo

externo para controle de reprodutibilidade).

As andlises por GC-MS foram realizadas em um equipamento por impacto eletrénico
com energia de impacto de 70 eV; velocidade de varredura de 1000; intervalo de
varredura de 0,50 fragmentos.seg™? e fragmentos detectados de 29 a 400 (m/z). As

analises por GC-FID foram realizadas por uma chama formada por Hz e ar atmosférico
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com temperatura de 300 °C. Foram utilizados fluxos de 40 mL.mint e 400 mL.min!
para Hz e ar, respectivamente. A detec¢do dos ions ocorre quando 0S compostos
organicos presentes na amostra sdo misturados com o gas de arraste (He) e é
produzida uma corrente proporcional & quantidade desses compostos na amostra. Se
somente o He e o Hz forem misturados, uma pequena corrente € produzida entre 0os

eletrodos.

A identificacdo dos componentes dos 0leos essenciais foi realizada pela comparacéo
dos espectros de massas obtidos com os disponiveis no banco de dados da
espectroteca (Wiley 7, NIST 05 e NIST 05s) e pelos indices de retencédo de LTPRI
(IR). Para o calculo dos IR, foi utilizada uma mistura de alcanos saturados C7Cuao
(Supelco-USA) e o tempo de retencao ajustado de cada composto, obtidos através do
GC-FID. Em seguida, os valores calculados para cada composto foram comparados
com os da literatura (Adams, 2007; Nist, 2011).

O percentual relativo de cada composto do 6leo essencial foi calculado através da
razdo entre a area integral dos picos e a area total de todos os constituintes da
amostra, dados obtidos pelas analises realizadas em GC-FID. Os compostos com
area relativa acima de 2% foram identificados e acima de 10% foram considerados

majoritarios.
2.3 Acdo larvicida dos 6leos essenciais em larvas de A. aegypti

Para verificar a bioatividade dos 6leos essenciais dos acessos de P. cattleyanum
frente as larvas de quarto instar (L4) de A. aegypti foram realizados ensaios larvas no
Insetario do Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vicosa
(Vicosa, MG). As larvas da linhagem PPCampos (Campos dos Goytacazes, RJ) foram
obtidas a partir de uma col6nia de sucessivas geragdes mantida no insetario. As larvas
foram eclodidas e mantidas em agua declorada, sendo alimentadas diariamente com
racado de tartaruga (Reptolife, Alcon Pet, Camburia, SC, Brasil), sob temperatura
controlada (25 * 2 °C) e fotoperiodo de 12 horas até L4, sendo este o tamanho ideal
para a realizacédo dos ensaios de agao larvicida, seguindo a metodologia descrita por
Consoli e Oliveira (1994), WHO (2005) e Mendes (2017).

Os ensaios bioldgicos foram realizados em quintuplicata com 25 larvas por tratamento.

Foram utilizados cinco 6leos essenciais de acessos de P. cattleyanum previamente
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selecionados a partir dos resultados de conteido de DNA e composicao quimica. Para
0s ensaios larvicidas, foram preparadas solu¢cdes dos cinco 0leos essenciais com
DMSO 1% (v.v'!) nas concentragdes: 10, 30, 50, 70 e 100 yg.mL2. As larvas foram
separadas com auxilio da pipeta de Pasteur e posteriormente distribuidas em
recipientes de vidro contendo 100 mL das diluicées. Foram utilizadas 25 larvas (L4)
por tratamento, sob temperatura controlada (25 £ 2 °C) e fotoperiodo de 12 horas.
Além disso, uma solucdo controle foi preparada utilizando DMSO 1% como controle
negativo e solugéo de Deltametrina 0,06 ug.mL-1 (Decis 25 EC, 25 g.L™, concentrado

emulsionavel, Bayer S. A., Sdo Paulo, SP) como controle positivo (CLgo).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), seguindo o esquema
fatorial 5 x 5 (6leos essenciais x concentracdes), totalizando 25 tratamentos com cinco
repeticdbes em cada, de modo que foram realizados 125 ensaios. Além desses, foi
utilizado controle positivo, com cinco repeti¢cdes. O ensaio com o controle negativo foi
realizado antes de iniciar os experimentos, utilizando cinco repeti¢cdes. Dessa forma,
foram totalizados 150 ensaios, utilizando 3750 larvas (25 larvas/ensaio), além das
utilizadas no controle negativo. A verificacdo da mortalidade foi realizada 24 horas
apos o inicio de cada ensaio. Foram consideradas mortas as larvas que nao
apresentaram movimento ou ndo responderam aos estimulos com a pipeta de

Pasteur.
2.6 Andlise Estatistica dos Dados

Para encontrar os valores da concentracéo letal média para matar 50% da populacéo
(CLso) e concentracdo letal média para matar 90% da populacédo (CLeo), foi utilizada
regressado logistica a partir do modelo Probit a 5% de probabilidade utilizando o
Programa R, versao 3.3.2 (R, 2016).

3. RESULTADOS

As plantas utilizadas apresentaram variacbes qualitativas no que diz respeito a

composicao quimica de seus 6leos essenciais (Tabela 2).
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Tabela 1 - Composicdo quimica em percentual de area relativa dos 6leos essenciais dos acessos de P. cattleyanum.

Compostos? Tempo de indice de Area relativa Classes
retencdo (min)® retencdo® CAT2 CAT3 CAT4 CAT5 CAT8 Terpénicas
alpha-Pinene  8.795 933 2,03 6,06 23,80 19,56 4,88 MH
beta-Pinene 10.725 976 3,62 MH
Myrcene 11.520 990 MH
Limonene 12.925 1025 9,17 MH
Eucalyptol 13.280 1033 27,70 24,34 3,80 MO
Beta-ocimene 13.735 1041 5,20 4,17 MH
alpha-Terpineol 20.805 1192 4,38 3,45 MO
Copaene 29.030 1374 9,88 9,90 3,68 SH
trans- 30.820 1417 62,27 58,45 35,30 41,80 57,05 SH
Caryophyllene
alpha-Humulen« 32.270 1453 13,93 13,38 3,11 11,68 SH
alpha-Amorphen 33.255 1476 3,57 SH
beta.-Selinene  34.279 1490 2,96 SH
alpha.-selinene 34.672 1498 2,72 SH
delta-Cadinene 35.175 1523 6,78 6,34 4,06 SH
NIf 37.455 - 3,44
Viridiflorol 37.485 1580 2,61 SO
NI 39.220 - 2,50 2,43

a Os compostos foram identificados pelo indice LTPRI (GC/FID) e Espectrometria de Massa (GC / MS) utilizando a coluna Rtx ®-5MS. ? Indice de Retencédo Tabulado
(Adams, 2007; El-Sayed, 2016; NIST, 2011). ¢ indice de retencéo calculado a partir de dados obtidos por amostragem de n-alcanos saturados (C7-C40). @ Foram
identificados compostos com areas relativas >2%. ¢ Classes terpénicas (MH: monoterpenos hidrogenados; MO: monoterpenos oxigenados; SH: sesquiterpenos
hidrogenados). f Compostos néo identificados.
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A partir das andlises cromatograficas foram identificados 15 compostos nos 0Oleos
essenciais dos 5 acessos de P. cattleyanum. Nos 6leos de cada acesso foram
identificados 100% dos compostos com area relativa acima de 2%, os quais foram
classificados em monoterpenos hidrogenados e oxigenados e sesquiterpenos

hidrogenados e oxigenados (Figura 2).
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Figura 1. Area relativa das classes terpénicas em relacdo aos acessos de P.
cattleianum (CAT2, CAT3, CAT4, CAT5, CAT8). Monoterpenos hidrogenados (MH),
monoterpenos oxigenados (MO), sesquiterpenos hidrogenados (SH) e sesquiterpenos

oxigenados (SO).

Os 5 compostos majoritarios (area relativa >10%), presentes nos 0leos essenciais,

foram identificados na Figura 3.
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Figura 2. Estrutura quimica dos compostos majoritarios (compostos com area relativa

maior que 10%).

Em relacéo a atividade larvicida, no controle negativo, composto por uma solucdo de
DMSO 1%, nao foram observadas larvas mortas. Para obtencédo da porcentagem de
mortalidade das L4 submetidas ao controle positivo, foi utilizado o piretroide
Deltametrina na concentracdo de 0,06 ug.mL* para matar 90% da populagéo. A taxa
de mortalidade obtida foi de 90,7 + 2,4%, demonstrando a eficiéncia desse composto.
Os Oleos essenciais obtidos nos cinco individuos de P. cattleyanum diferiram quanto
a atividade larvicida, em concentrac¢des variando entre 64.07 (CAT5) a 93.18 (CAT2)
pg.mL? para obtencdo das CLso e de 95.96 (CAT5) a124.22 (CAT8) ug.mL?! para
CLoo (Tabela 2).
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Tabela 2. Toxicidade dos 6leos essenciais dos acessos de P. cattleyanum em larvas

de Aedes aegypti.
Acesso n? Inclination+ LCs LCyo ) pf
SDP (IC de 95%)¢ (IC de 95%)°
CAT2 625 0.07 £0.007 93.18 110.81 0.05 1.00
CAT3 625 0.05+0.003 85.98 113.39 0.05 1.00
CAT4 625 0.04 +0.003 64.38 95.98 0.04 1.00
CATS 625 0.04 +0.003 64.07 95.96 0.04 1.00
CATS8 625 0.035+0.003 87.80 124.22 0.04 1.00

:NUmero de larvas utilizadas. *Inclinagdo da reta com erro padréo. <Concentracdo Letal média para
matar 50% da populagéo (em ug.mL=) com intervalo de confianga & 95%. ‘Concentracdo Letal média
para matar 90% da populagdo (em pg.mL2) com intervalo de confianga a 95%. *Qui-quadrado.
‘Probabilidade. > dose.p (T1,p=c (0.5,0.9)) Dose Letal de 50% e 90%.

Os acessos CAT4 e CAT5 apresentaram destaque com os menores valores de CLso

e CLoo, OU seja, 0s 6Oleos desses acessos apresentaram maiores taxas de mortalidade

tanto para CLso quanto para ClLe. Os acessos CAT2, CAT3 e CATS8 tiveram um

comportamento similar quanto a eficiéncia do seu 6leo no que diz respeito aos seus

valores de CLso. J4 na ClLgo, CAT2 e CAT3 tiveram um comportamento similar,

enquanto CAT8 se diferenciou dos demais, apresentando o maior valor de CLoo

(Figura 4).
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Figura 3. Curvas de mortalidade das larvas apdés 24h de exposicdo aos 6leos
essenciais dos acessos de P. cattleianum: T1 (CAT1), T2 (CAT2), T3 (CAT3), T4
(CAT4) e T5 (CATS). Os pontos foram marcados em preto demonstram os valores de
CLso — Concentracdo Letal média para matar 50% da populacéo (ug.mL™1).

4 Discussao

Apds a analise dos Oleos essenciais foi possivel observar entre as amostras a
presenca de trés quimiotipos distintos (Figura 2), o primeiro é composto pelas plantas
CAT2 e CAT3, que apresentam em sua composi¢cao majoritariamente sesquiterpenos
hidrogenados e o segundo grupo formado por CAT4 e CAT5 que sdo compostos
majoritariamente por monoterpenos hidrogenados e oxigenados. JA CAT8 se
diferencia dos outros dois quimiotipos, pois apesar de apresentar monoterpenos,
estes estdo em menor quantidade em relacdo a CAT4 e CAT5 e € composto
majoritariamente por sesquiterpenos, assim como CAT2 e CAT3. Assim, percebe-se
que CATS8 apresenta um padrdo de composi¢ao intermediario em relagdo aos outros
dois grupos.
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No que diz respeito a atividade larvicida de produtos naturais, ndo existe um padréo
de determinacdo. Entretanto alguns autores estabeleceram critérios individuais que
se relacionam principalmente com o tempo de exposicdo e a origem das larvas,
varidveis que podem alterar os valores de CL50 (Massebo et al., Komalamisra et al.,
2005). Os resultados obtidos neste estudo mostraram que 0s cinco acessos de P.
cattleyanum apresentaram efeito larvicida significativo de acordo com os critérios
estabelecidos por Kiran et al. (2006), onde sao considerados 6leos com efeito larvicida
significativo, agueles com CL50 menor do que 100 pg.mL%, sob avaliacédo de 24 horas.

Os valores de CL50 observados para os cincos Oleos essenciais avaliados foram
menores que 100 pug.mL?, podendo ser considerados ativos em L4 de A. aegypti, de
acordo com os critérios adotados. Levando em consideracdo o padrao de quimiotipos
encontrados, percebe-se que esse mesmo padrao se repete na atividade larvicida,
onde os 6leos de CAT2, CAT3 e CATS8 apresentaram menor atividade com CL50 e
CL95 mais altos (Tabela 3). Enquanto CAT4 e CATS apresentaram maior atividade

com menores valores de CL50 e CL95 (Tabela 2).

Pode-se considerar que os individuos apresentaram como padréo, sesquiterpenos, ja
gue houve a presenca de B-cariopfileno em todos os individuos, com quantidades
variando entre 35,30% e 62,27%, entretanto os acessos CAT2, CAT3 e CATS8
apresentaram o0s maiores teores do composto. Por outro lado, o padrdo
monoterpénico ocorreu nas plantas CAT 4, CAT5 e CATS8, sendo que as duas
primeiras apresentaram maiores teores do monoterpeno hidrogenado a-pineno
(Tabela 1).

Alguns estudos apontaram que 6leos com padréo sesquiterpénico que apresentaram
o B-cariofileno como composto majoritario foram mais ativos para o controle de larvas
de A. aegypti (Santos et al. 2006; Gois et al., 2011; Mendes et al., 2017). Entretanto
outros autores demonstraram que o padrdo monoterpénico pode também apresentar
atividade larvicida, pois seus 6leos apresentaram CL50 préximo aqueles com padrao

sesquiterpénicos (Costa et al., 2008; Simas et al., 2004).

Os resultados deste estudo demonstraram que as duas plantas com padrao
monoterpénico foram mais ativas (CAT4 e CAT5), porém néo se pode atribuir a acdo
larvicida a um composto isolado, pois as demais plantas que tiveram niveis de

monoterpenos mais baixos (CAT2, CAT3 e CAT8) também apresentaram atividade.
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Assim, acredita-se que a acao sinérgica das diferentes classes de terpenos leva a

uma atividade larvicida efetiva de P. cattleyanum em larvas de Aedes aegypti
5 Concluséo

De maneira geral, todas o0s acessos testados apresentaram efeito larvicida
significativo, entretanto CAT4 e CAT5, apresentaram semelhancas no perfil de
quimiotipos, com maior &rea relativa composta de monoterpenos hidrogenados e
maior atividade larvicida, sendo estas recomendadas como possiveis matrizes para a
propagacdo de novas plantas com potencial para a producdo de biolarvicida para

Aedes aegypti.
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CONCLUSAO GERAL

De maneira geral foram avaliadas sete plantas de Psidium cattleyanum e nas analises
de citometria de fluxo foram identificados conteddos de DNA diferentes para as
mesmas, variando de 3.20pg a 6.03pg. O perfil cromatogréafico dos 6leos essenciais
também variou, sendo que 14 compostos foram identificados. O composto majoritério
em todos o0s acessos foi 0 sesquiterpeno hidrogenado o Trans-caryophillene, seguido
pelos compostos alpha-pinene (MH), copaene (SH), alpha-humulene (SH) e o

eucalyptol (MO).

Trés quimiotipos foram identificados e foi possivel relaciona-los com o contetdo de
DNA dos acessos: o Quimiotipo 1, das plantas com maiores contetdos de DNA (CAT2
—5.81pg e CAT3 - 6.03pg); o Quimiotipo 2, das plantas com os menores conteldos
de DNA (CAT1 — 3.95pg, CAT4 — 3.23pg, CAT5 — 3.80pg e CAT6 — 3.20pg) e o
Quimiotipo 3 da planta com conteddo de DNA intermediario (CAT8 — 4.71pg). A
identificacdo de quimiotipos nas espécies vegetais, é importante pois estes podem ser
utilizados como marcadores quimicos e utilizados em estudos citogenéticos,

guimiossistematicos e em programas de melhoramento genético.

No que diz respeito a atividade bioldgica dos 6leos essenciais de Psidium cattleyanum
observou-se que os mesmos apresentaram atividade fitotoxica, inibindo o crescimento
radicular e aéreo em alface e influenciando em todas as variaveis estudadas (%G,
IVG, CPA e CR) em sorgo. Sendo assim, recomenda-se 0s acessos CAT3 e CAT4
como plantas matrizes para programas de melhoramento genético, com potencial para
exploracdo de seu 6leo essencial com efeito bioherbicida. Ja no bioensaio com Aedes
aegypti todas o0s acessos testados apresentaram efeito larvicida significativo,
entretando CAT4 e CAT5, apresentaram maior atividade larvicida, sendo estas
recomendadas como possiveis matrizes para a propagacao de novas plantas com

potencial para a producgao de biolarvicida para Aedes aegypti.

A poliploidia de P. cattleyanum exerce influéncia sobre a quantidade e a qualidade
dos metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas e dessa maneira, a espécie se
destaca e € recomendada para futuros estudos farmacoldgicos e em programas de

melhoramento genético de plantas.



79

ANEXO 1 - Identificacdo dos compostos dos Oleos essenciais de seis acessos de Psidium cattleyanum extraidos a partir de folhas

coletadas em fevereiro de 2018.

Retention . Relative areas (%)
Compound® time Retention

(min) Index® CAT1 CAT2 CAT3 CAT4 CAT5 CAT6
alpha-Pinene 8.795 933 10,35 2,03 6,06 30,12 2291 5,70
beta-Pinene 10.725 976 2,62
Myrcene 11.520 990 8,16 2,01
Limonene 12.925 1025 2,05
Eucalyptol 13.280 1033 31,37 26,60
Beta-ocimene 13.735 1041 512 4,17
alpha-Terpineol 20.805 1192 3,88 3,24
Copaene 29.030 1374 9,88 9,90 10,20
Caryophyllene 30.820 1417 72,16 62,27 58,45 26,89 37,08 57,69
alpha-Humulene 32.270 1453 6,68 13,93 13,38 2,83 13,06
alpha-Amorphene 33.255 1476 2,65 3,17
delta-Cadinene 35.175 1523 6,78 6,34 6,39
Caryophyllene oxide 36.514 1580 2,90
NIe 37.455 - 3,44
Viridiflorol 37.485 1580 2,61
NI 39.220 - 2,50 2,43

2 The compounds were indentified by LTPRI Index (GC/FID) and Mass Spectrometry (GC/MS) using Rtx ®-5MS column.
® Tabulated Retention index (Adams, 2007; El-Sayed, 2016; NIST, 2011).
¢ Retention index calculated from data obtained by sampling of saturated n-alkanes (C7-C40).

d Compounds with relative areas >2% were identified.

¢ Unidentified compound.
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ANEXO 2 - Identificacdo dos compostos dos 0Oleos essenciais de sete acessos de Psidium cattleyanum extraidos a partir de folhas

coletadas em junho de 2019.

Retention . Relative areas (%)
Compound® time Retention

(min) Index® CAT1 CAT2 CAT3 CAT4 CAT5 CAT6 CATS8
alpha-Pinene 8.795 933 10,35 2,03 6,06 23,80 19,56 24,46 4,88
beta-Pinene 10.725 976 3,62
Myrcene 11.520 990 8,16 2,26
Limonene 12.925 1025 3,11 9,17
Eucalyptol 13.280 1033 27,710 24,34 2548 3,80
Beta-ocimene 13.735 1041 520 4,17
alpha-Terpineol 20.805 1192 438 345
Copaene 29.030 1374 9,88 9,90 6,25 3,68
trans-Caryophyllene 30.820 1417 72,16 62,27 5845 3530 4180 21,86 57,05
alpha-Humulene 32.270 1453 6,68 13,93 13,38 3,11 10,50 11,68
alpha-Amorphene 33.255 1476 2,65 3,57
beta.-Selinene 34.279 1490 2,96
alpha.-selinene 34.672 1498 2,72
delta-Cadinene 35.175 1523 6,78 6,34 6,08 4,06
NI€ 37.455 - 3,44
Viridiflorol 37.485 1580 2,61
NI 39.220 - 2,50 2,43

2 The compounds were indentified by LTPRI Index (GC/FID) and Mass Spectrometry (GC/MS) using Rtx ®-5MS column.
® Tabulated Retention index (Adams, 2007; El-Sayed, 2016; NIST, 2011).

¢ Retention index calculated from data obtained by sampling of saturated n-alkanes (C7-C40).

d Compounds with relative areas >2% were identified. ¢ Unidentified compound.
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