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RESUMO

MOREIRA, Ygor N. Estudo da diversidade quimica de pitangueira (Eugenia uniflora L.)
acessados no litoral norte fluminense-RJ e da atividade fungicida. 2024. 95p. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncias Ambientais e Florestais). Instituto de Florestas, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

A pitangueira, Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), possui hébito arbustivo, é nativa da mata
atlantica com grande ocorréncia em ecossistemas de restinga. A pitanga é utilizada na culinéria,
medicina tradicional e apresenta importante papel ecolégico. Todavia, tem sido explorada como
fonte de produtos naturais, como os 6leos essenciais, principalmente no preparo de cosméticos
e na aromaterapia. Tendo em vista o potencial econdmico que a pitangueira apresenta, foi
proposto o estudo com base no teor (%) e na diversidade quimica dos 6leos essenciais obtidos
de plantas acessados in situ, bem como a atividade sobre fungos de interesse agricola. Na
primeira etapa, foi avaliada a cinética de destilacdo de folhas de pitangueira, visando
compreender o efeito do tempo de destilacédo sobre o teor e o perfil quimico dos 6leos essenciais.
A segunda etapa, consistiu em um trabalho de campo que permitiu a coleta de folhas, ramos e
material propagativo de 20 espécimes de pitangueira, coletadas no litoral norte do Estado do
Rio de Janeiro, que permitiu avaliar o teor (%) e o perfil quimico dos 6leos essenciais. Na
terceira e ultima etapa, foi avaliado o potencial toéxico dos déleos essenciais obtidos de alguns
exemplares sobre os fungos Colletotrichum gloeosporioides e Pestalotia sp, que sdo
fitopatogénicos. A hidrodestilacdo de folhas secas foi 0 método utilizado para a obtencao dos
0leos essenciais. O teor dos 0leos essenciais foi calculado com base na matéria seca de folhas
e expresso em teor (%, m/m). A andlise quimica dos 6leos essenciais foi baseada na
cromatografia em fase gasosa acoplada ao detector de ionizacdo por chama (CG-DIC) e ao
espectrdmetro de massa (CG-EM). A atividade toxica dos 6leos essenciais contra os fungos foi
realizada pelo método da diluicdo em meio de cultura batata-dextrose-agar, em diferentes
concentragdes. Os dados obtidos ap6s 0s experimentos foram submetidos as analises estatisticas
descritivas, univariadas e multivariadas para a interpretacdo dos dados. Os resultados da
cinética de destilacdo de folhas de pitangueira demonstraram que o intervalo de tempo 6timo
para a extracao do Oleo essencial se encontra entre 2h e 3h. No estudo de diversidade quimica
de 6leo essencial de E. uniflora, foi possivel observar variag@es de 0,28 a 3,5% e média de 1,9%
(m/m) para o teor de 6leo essencial, sendo o maior teor observado na planta EU31. Foram
identificadas 51 substancias quimicas, entre as quais selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido, globulol, germacreno B, espatulenol, curzereno e S-elemeno
foram as que apresentaram maior frequéncia e/ou proporcao no 6leo essencial. Foi definido o
nome para quimiotipos com base na dominancia de substancias no 6leo essencial e, entre eles,
0 quimiotipo com maior frequéncia foi o selina-1,3,7(11)-trien-8-ona/ selina-1,3,7(11)-trien-8-
ona epoxido com 11 representantes. A analise de agrupamentos hierdrquicos apontou a
formacdo de 9 grupos de 6leos essenciais com perfil quimico semelhantes. Todos os 6leos
essenciais testados apresentam toxicidade contra fungos, com destaque ao obtido da planta
EU31. Os resultados confirmaram a existéncia de quimiodiversidade intraespecifica para a
pitangueira e potencial para a exploracdo biotecnoldgica da planta e dos 6leos essenciais.

Palavras-chave: Myrtaceae, quimiodiversidade, volateis, atividade bioldgica.



ABSTRACT

MOREIRA, Ygor N. Study of the chemical diversity of pitangueira (Eugenia uniflora L.)
accessed on the north coast of Rio de Janeiro-RJ and the fungicidal activity. 2024. 95p.
Dissertation (Master’s in Environmental and Forestry Sciences). Institute of Forestry, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

The pitangueira, Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), has a shrubby habit, is native to the Atlantic
forest with a large occurrence in restinga ecosystems. Pitanga is used in cooking, traditional
medicine and has an important ecological role. However, it has been explored as a source of
natural products, such as essential oils, mainly in the preparation of cosmetics and
aromatherapy. Considering the economic potential that pitangueira presents, a study was
proposed based on the content (%) and chemical diversity of essential oils obtained from plants
accessed in situ, as well as the activity on fungi of agricultural interest. In the first stage, the
distillation Kinetics of pitangueira leaves were evaluated, aiming to understand the effect of
distillation time on the content and chemical profile of essential oils. The second stage consisted
of field work that allowed the collection of leaves, branches and propagative material from 20
specimens of pitangueira, collected on the north coast of the State of Rio de Janeiro, which
allowed the content (%) and chemical profile to be evaluated. of essential oils. In the third and
final stage, the toxic potential of essential oils obtained from some specimens on the fungi
Colletotrichum gloeosporioides and Pestalotia sp, which are phytopathogenic, was evaluated.
Hydrodistillation of dried leaves was the method used to obtain essential oils. The content of
essential oils was calculated based on the dry matter of leaves and expressed as content (%,
m/m). The chemical analysis of essential oils was based on gas chromatography coupled to a
flame ionization detector (GC-DIC) and mass spectrometer (GC-MS). The toxic activity of
essential oils against fungi was carried out using the dilution method in potato-dextrose-agar
culture medium, at different concentrations. The data obtained after the experiments were
subjected to descriptive, univariate and multivariate statistical analyzes for data interpretation.
The results of the distillation kinetics of pitangueira leaves demonstrated that the optimal time
interval for the extraction of the essential oil is between 2h and 3h. In the study of chemical
diversity of E. uniflora essential oil, it was possible to observe variations of 0.28 to 3.5% and
an average of 1.9% (m/m) for the essential oil content, with the highest content observed in the
EU31 plant. 51 chemical substances were identified, including seline-1,3,7(11)-trien-8-one,
seline-1,3,7(11)-trien-8-one epoxide, globulol, germacrene B, spatulenol , curzerene and B-
elemene were those with the highest frequency and/or proportion in the essential oil. The name
for chemotypes was defined based on the dominance of substances in the essential oil and,
among them, the most frequent chemotype was selina-1,3,7(11)-trien-8-one/ selina-1,3, 7(11)-
trien-8-one epoxide with 11 representatives. The analysis of hierarchical clusters showed the
formation of 9 groups of essential oils with similar chemical profiles. All essential oils tested
show toxicity against fungi, with emphasis on that obtained from the EU31 plant. The results
confirmed the existence of intraspecific chemodiversity for pitangueira and the potential for
biotechnological exploration of the plant and essential oils.

Keywords: Myrtaceae, chemodiversity, volatiles, biological activity.
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1. INTRODUCAO

Eugenia uniflora L. conhecida popularmente como pitangueira, cereja do Brasil ou
pitanga, € uma planta da familia Myrtaceae, nativa do bioma Mata Atlantica com maior
ocorréncia em ecossistemas de restinga, local onde se apresenta com habito arbustivo. A pitanga
também ocorre em ecossistemas de floresta ombrofila onde estabelece o habito arboreo
(Salgueiro et al., 2004), essa planta possui relevancia no mercado de ornamentacao, apresenta
diversas propriedades medicinais como, atividade hipoglicemica, contra nauseas, dores
intestinais, amigdalite e hipertensdo, e seus frutos séo utilizados na culinéria tradicional para a
producdo de doces e bebidas (Donadio et al., 2002; Mathé; Bandoni, 2021).

O dleo essencial de E. uniflora extraido de suas folhas, possui uma rica variedade de
terpenoides, sendo os sesquiterpenos a familia de substancias mais abundantes (Stefanello,
2011). Alguns sesquiterpenos se destacam estando em grande quantidade nos 6leos essenciais
das folhas de pitangueira como o curzereno, selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e germacreno B
(Cipriano; Maia; Deschamps, 2021). Essa riqueza em compostos aromaticos garante a essa
espécie da nossa mata atlantica potencial cosmético e biotecnolégico (Lima, 2011; dos Santos
et al., 2018), além do potencial medicinal estabelecido através do conhecimento etnobotanico.

Aprofundando um olhar para a variabilidade quimica da espécie, alguns trabalhos
apontam uma alta diversidade de sesquiterpenos nos 0leos essenciais de diferentes gendtipos
em estados do Sul do Brasil (Becker et al., 2017). Cipriano et al., (2021) em um estudo com 36
genotipos no estado do Parana encontrou seis grupos quimicos, evidenciando a diversidade
quimica intraespecifica em E. uniflora. A literatura também aponta uma plasticidade fenotipica
na expressdao de alguns compostos terpenoides presentes nas folhas de pitangueira em
decorréncia da sazonalidade e periodo reprodutivo em espécimes no cerrado do Brasil (Costa
et al., 2009). Em outros 6rgdos desta planta, também existe uma variabilidade a ser explorada
e analisada, como em frutos onde a elucidacdo de compostos com valor nutricional sdo
essenciais para tratar a pitanga como possibilidade de inclusdo no cardapio da populagdo
brasileira (Pereira et al., 2021).

Reunir informac@es relevantes sobre espécies botanicas nativas é de extrema importancia
para fomentar desenvolvimento biotecnoldgico, o que leva a conservacao ndo s6 da espécie em
estudo, mas de um ecossistema inteiro, além disso esse conhecimento serve de alicerce para se
trabalhar o uso sustentavel dos recursos genéticos (Delwing et al., 2007). Se tratando da
pitangueira, sua ocorréncia € majoritariamente em ecossistema de restinga, que vem sofrendo
historicamente grande degradacdo devido a processo de urbanizacdo irregular, toda essa
intervencdo antrépica predatdria faz com que a pitanga seja uma das espécies que esteja
passando pelo processo de erosdo genética (Clement; Muller; Flores, 1982). O fendbmeno de
erosao genética € proveniente da acdo humana nos ecossistemas e alguns fatores que podem
provoca-lo séo o extrativismo, perda de habitat, competicdo com espécies exdticas e sele¢do de
cultivares (Delwing et al., 2007; Machado; Machado; Nass, 2011).

Quando se trata da riqueza de sesquiterpenos no 6leo essencial de pitanga, a atividade
bioldgica é uma area importante a ser explorada, no entanto, sdo escassos estudos com testes
para essa espécie botanica. Alguns trabalhos apontam potencial medicinal para o 6leo essencial
de E. uniflora. Sobeh et al., (2016) encontraram atividade antibacteriana moderada contra
bactérias de interesse medico, incluindo Staphylococcus spp., Eschericchia coli e Klebsiella
pneumoniae, além disso sdo relatadas atividade antifingica contra Candida spp. e
Paracoccidioides spp. (Sobeh et al., 2016; dos Santos et al., 2018; Silva et al., 2020).

Apesar dos potenciais explorados para essa especie, os estudos foram iniciais, 0 que ndo
elucida de forma concreta a atividade biologica deste 6leo essencial para esses patdgenos.
1



Outros trabalhos utilizando pitangueira apontam atividade antiprotozoarios do 6leo essencial
contra Leishmania amazonensis e acdo antioxidante (Stefanello; Pascoal; Salvador, 2011;
Rodrigues et al., 2013; dos Santos et al., 2018), apesar disso, sdo escassos estudos com teste
em fungos de interesse agricola, sendo esse um desafio para a pesquisa académica que visa 0
desenvolvimento de tecnologias destinadas a agricultura livre de agrotdxicos.

Além do potencial biotecnologico, diversidade quimica e genética de E. uniflora, existe
ainda a importancia da pesquisa com base nessa espécie nativa com o objetivo de promover
conhecimento, protecdo e exploracdo sustentavel deste recurso natural. Diante da urbanizacéo
irregular que ocorre em todo Estado do Rio de Janeiro, as populagdes de plantas nativas sofrem
uma diminuicdo drastica em nimero de individuos e perda de habitat (Machado, 2017).

Apesar de uma vasta literatura elucidando composicdo quimica do 6leo essencial de
pitangueira no Brasil, quando a proposta de pesquisa passa a ser diversidade quimica da espécie
no Estado do Rio de Janeiro ndo existem pesquisas sobre a planta. Logo, analisar e elucidar as
diferencas quimicas nos 6leos essenciais em diferentes espécimes que ocorrem em areas
naturais no Rio de Janeiro torna-se necessario, tendo em vista a conservacao de E. uniflora e
futuras aplicaces biotecnolégicas (Garcia et al., 2021), partindo do pressuposto que essa
espécie apresenta grande diversidade genética em populacdes silvestres (Ferreira-Ramos et al.,
2014).

Neste contexto, o presente estudo tem como principal objetivo explorar a diversidade
quimica da espécie Eugenia uniflora em ambiente natural (in situ), no litoral Norte Fluminense
do Rio de Janeiro, RJ, Brasil, regido essa que nao possui grandes informac6es acerca da espécie.
Para a pesquisa, foi realizada uma prospeccao, coleta de material vegetal de espécimes, extracao
do dleo essencial e analise do perfil quimico com o objetivo de elucidar a diversidade quimica
dessa populacdo. Além disso, foram realizadas analises multivariadas e experimentos in vitro
para investigar o potencial antifingico do 6leo essencial de pitangueira.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Origem e distribuicdo

A familia Myrtaceae apresenta uma rica diversidade de plantas, com cerca de 140 géneros
e mais de 5760 espécies distribuidas por todo o Mundo, com o pico de diversidade em regies
tropicais e uma predominancia de espécies na América do Sul (Lima; Caddah; Goldenberg,
2015; Wilson, 2010). No Brasil sdo 29 géneros conhecidos e cerca de 1195 espécies
identificadas, das quais mais de 700 sdo nativas tendo sua distribuicdo em ecossistemas da Mata
Atlantica, Amazonia e Cerrado (Proenca et al., 2017; Wilson, 2010).

Dentro da familia ha trés tribos que se destacam com a maior riqueza de espécies, sao
elas, Eucalypteae, Myrteae e Syzygieae, essas tribos possuem representantes popularmente
conhecidos e com importancia econdémica, como exemplo temos respectivamente, o Eucalipto
(Eucalyptus spp. e Corymbia spp.), pitanga (Eugenia uniflora L.) e cravo da india (Syzygium
aromaticum L.) (Figura 1). A tribo Myrteae se destaca pela sua rica distribuicdo neotropical e
com o centro de diversidade na América Latina, sendo principalmente composta pelos géneros
Plinia L., Myrcia DC., Myrceugenia O. Berg, Myrteola O. Berg, Pimenta Lindl. e Eugenia L.
(Lucas et al., 2007).



Figura 1. Representantes com importancia econémica das trés tribos mais diversas da familia
Myrtaceae: A — Corymbia citriodora Hill & Johnson. Fonte: Adaptado de Hodel et al., (2016);
B — Eugenia uniflora L. Acervo pessoal (2022) e C - Syzygium aromaticum L. Adaptado de
Rajatewa P. (2022).

O género Eugenia L. foi nomeado em homenagem ao Principe Chileno Eugenio de
Saboya, um nobre militar entusiasta da natureza (Mathé; Bandoni, 2021), esse grupo possuli
grande representatividade dentro da familia Myrtaceae. Se tratando das espécies neotropicais,
esse é 0 género que apresenta maior diversidade, com aproximadamente 1100 espécies
distribuidas no México, Cuba, Antilhas, Brasil até o extremo Sul da América do Sul no Uruguai
e Argentina, possuem ainda poucos representantes ocorrendo no continente africano, sudeste
da Asia e em algumas ilhas do Pacifico (Mazine et al., 2018). Analises filogenéticas apontam
o0 surgimento do género para 30,3 milhdes de anos atrds na época do Oligoceno no periodo
Paledgeno, tendo o ancestral do grupo ocorrido provavelmente em floresta atlantica. Eugenia
apresenta uma relacdo monofilética com os géneros Calycorectes O.Berg, Hexachlamys
O.Berg, Phyllocalyx O.Berg e Stenocalix O.Berg, e em parametros de diversidade é o maior
género dentro desse clado (Mazine et al., 2014, 2018).

No Brasil a diversidade do género é muito expressiva, sdo aproximadamente 407
espécies, essa riqueza de diversidade torna Eugenia o género com maior nimero de espécies
em nosso pais (Mazine et al., 2023). Aprofundando-se nas ocorréncias nos biomas, a Mata
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Atlantica se destaca com a presenca de 256 espécies do género, a Amazonia vem em seguida
com 108, acompanhada do Cerrado com 83 espécies (Mazine et al., 2022). A maior parte das
espécies desse género ocorrem com uma distribuicdo restrita, o que justifica a necessidade de
um esforco de pesquisadores e entidades publicas ambientais na conservacdo desses vegetais,
visto que possuem certo risco de diminuicdo populacional devido a atividade antropica, em
especial o processo de urbanizacdo desenfreada. No entanto, uma especie se destaca pela sua
ampla ocorréncia no Brasil, tendo maior ocorréncia em ambientes litoraneos de restinga e com
grande potencial biotecnoldgico e econémico, a pitanga (Eugenia uniflora L.) (Stefanello;
Pascoal; Salvador, 2011).

Conhecida popularmente como pitanga, pitangueira, cereja brasileira ou cereja do
suriname, a nomenclatura “pitanga” tem origem na palavra indigena, do Tupi pitdg, que
significa vermelho, em referéncia a cor do fruto (Donadio et al., 2002), E. uniflora é uma planta
nativa que possui relevancia no mercado de ornamentacgéo, apresenta propriedades medicinais
e usos dos frutos na culinaria tradicional. O principal sindbnimo da espécie é Stenocalyx
uniflorus (L.) Kausel, ademais existem outras 42 sinonimias até 0 momento (Méathé; Bandoni,
2021). A pitanga ocorre em uma ampla faixa territorial, destacando-se as regifes costeiras do
Brasil (Figura 2), ambiente que é composto majoritariamente por ecossistema de restinga
(Mazine et al., 2020). Essa espécie é classificada como Pantropical, apresenta uma boa
adaptacdo na extensdo territorial de clima tropical em outros continentes, desta forma, sua
introducdo ocorreu em paises da América Central, Africa e Asia, além de ocorréncia
documentada em ilhas do Pacifico (Royal Botanic Gardens, 2023).
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Figura 2. Mapa de ocorréncia de pitangueira por exsicatas registradas (E. uniflora), marcacgdes
em verde sdo coordenadas georreferenciadas e marcacbes em vermelho s@o coordenadas
inferidas. Fonte: Adaptado de Herbario virtual Flora do Brasil (2023).

Levando em consideragdo seu pico de ocorréncia sendo localizado no litoral do Brasil e
comparando a ocorréncia das espécies proximas filogeneticamente da pitanga, pode-se notar a
distribuicdo dessas espécies parentes em diferentes ecossistemas. Mazine et al. (2018), apontam

4



através de uma andlise filogenética que Eugenia spitata, Eugenia supraaxillaris e Eugenia
pyriformis sdo as espécies ndo extintas mais proximas de E. uniflora. Essas espécies ocorrem
em regido Amazonica e localidades ao Sul do Brasil, respectivamente, essa expanséo territorial
evidencia a capacidade de dispersdo do género, sendo esse um dos motivos da alta diversidade,
adaptabilidade e especiacdo de Eugenia.

2.2 Caracteristicas botanicas
2.2.1 Caracteristicas morfoldgicas e polimorfismos

A pitanga é uma planta com o habito arbustivo em ecossistemas de restinga com alta
incidéncia luminosa e ventos, podendo atingir uma altura de até 2 metros, e também pode
apresentar o habito arboreo em ecossistemas de floresta ambroéfila variando de 4 & 5 metros de
altura e raramente atingindo de 8 a 12 metros (Salgueiro et al., 2004). Alem do polimorfismo
anatdmico observados em E. uniflora, trabalhos amostrais apontam uma alta taxa de
polimorfismo genético na espécie levando em consideracdo a comparacdo de populacbes do
Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Pernambuco, com a técnica AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism). Salgueiro et al., (2004) apontou popula¢des do RS com uma maior taxa
de polimorfismo genético (78,9%), enquanto no RJ populacbes de Grumari, Restinga de
Jurubatiba e Ilha Grande, RJ, obtiveram taxa de polimorfismo entre 49% e 40%. A flexibilidade
adaptativa da espécie € resultado da sua ocorréncia por quase todo litoral brasileiro que sdo
fatores que catalisam o surgimento de polimorfismos intraespecificos (Figura 3).
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Figura 3. Analise de agrupamentos utilizando a distancia genética imparcial de Nei em cinco
populacdes de E. uniflora, calculada utilizando padrdes de amplificagéo individuais do AFLP.
Fonte: Adaptado de Salgueiro et al., (2004).

A fragmentacdo dos hébitats proximos a grandes cidades, pode causar um processo de
erosdo genética e perda dessa variabilidade entre os individuos dessa espécie (Sebbenn; Ettori,
2001; Aguiar et al., 2013). A reducéo continua de populacdes nativas pode acarretar a perda de
genes por deriva genética, e Aguiar et al., (2013) apontam que populacdes de pitanga em
ambientes degradados apresentam menor variabilidade genética e por consequéncia menor
polimorfismo. Espécies arbdreas, como a pitanga, tendem a ter uma menor variagdo por conta
do ciclo de vida e especialmente se tratando de espécies com reproducdo cruzada, pela
obrigatoriedade das relacbes mutualisticas e dispersdo de sementes por animais (Hamrick,
2004).

2.2.2 Caracteristicas anatémicas



E. uniflora apresenta folhas simples pecioladas, peninérveas com a consisténcia
subcoriacea, ovada e superficie lisa (Franzon, 2008; Rolim et al., 2016). Sua filotaxia é oposta,
a area superficial do limbo mede cerca de 7 x 3cm de largura, sem tricomas (S&; Santana;
Randau, 2016) ou com tricomas nos peciolos em raras excecbes (Haron; Moore, 1996), com
coloragéo verde escura, brilhosas podendo apresentar variagbes em folhas jovens para o
avermelhado devido a antocianinas (Bagetti et al., 2011; Rolim et al., 2016) (Figura4 — A e B).

Observando as estruturas anatémicas, o peciolo em corte transversal apresenta formato
biconvexo com projecdes laterais superiores e um feixe vascular Unico bicolateral, além da
presenca de cavidades secretoras subepidérmicas (Fiuza et al., 2008), a ldmina é hipoestomatica
com estdmatos do tipo anomociticos, é possivel observar nas duas faces do limbo cavidades
secretoras, cristais dos tipos drusas e cristais prismaticos. No mesofilo, sdo observados feixes
vasculares bicolaterais, mais cavidades secretoras e cristais de oxalato de calcio, a disposi¢do
dos tecidos no mesofilo é dorsiventral com parénquima pali¢adico bisseriado voltado para a
superficie adaxial e parénquima esponjoso voltado para a superficie abaxial (S&; Santana;
Randau, 2016; Beschorner; Bindchen, 2020). Trabalhos mostram substancias de natureza
terpénica e lipidica mapeados em quantidades relevantes nas cavidades secretoras, em menor
quantidade em células epidérmicas e em células parenquimaticas do mesofilo, destacando esse
6rgdo como o material mais importante para a extracio de Oleos Essenciais (Fiuza et al., 2008;
S4; Santana; Randau, 2016; Beschorner; Biindchen, 2020) (Figura 4).



Figura 4. Morfologia e anatomia da folha de E. uniflora. A — folha de pitanga evidenciando
caracteres morfoldgicos; B — folhas jovens de pitanga escurecidas com antocianinas; fonte:
acervo pessoal (2022). C — corte transversal do peciolo de pitanga, ep=epiderme, fv=feixe
vascular, co=colénquima, cs=cavidade secretora; D — epiderme abaxial de pitanga,
est=estdmato; adaptado de Sa; fonte: Santana; Randau, (2016). E — corte transversal do mesofilo
de pitanga, eps=epiderme superior, pp=parénquima palicadico, epi=epiderme inferior; F —
detalhe da cavidade secretora no mesofilo de pitanga; fonte: adaptado de Fiuza et al., (2008).

O caule de E. uniflora é do tipo lenhoso com didametros que variam de acordo com o
habito de cada individuo, em geral ocorre em forma de arvoreta (Romagnolo; de Souza, 2006).
Fiuza et al. (2008) avaliou o caule de pitanga na altura de segundo entrend, o formato
apresentado pelo caule é oval com epiderme unisseriada com a presenca de algumas cavidades
secretoras logo abaixo, uma bicamada de colénquima e parénquima cortical com células
isodiamétricas de varios tamanhos, existe também a presenca de drusas e cristais prismaticos
no tecido parenquimatico cortical e medular. O cilindro vascular com notavel crescimento
secundario e disposicdo de tecidos vasculares tipica de eudicotiledéneas, com xilema interno e
floema externo separados pelo cdmbio. As estruturas caulinares de E. uniflora apresentam baixa
diversidade de grupos quimicas se tratando de componentes provenientes do metabolismo
especializado, contendo fenol, taninos e flavondides (Uchechukwu; Jamila Husseini; Asuquo,
2011).



As flores de pitanga apresentam coloracdo branca devido as pétalas, com destaques
centrais amarelados devido aos estames. Sdo axilares e estdo dispostas em inflorescéncias
racemosas auxotélicas em ramos com poucas folhas e com mais de duas flores por axila, 0s
ferofilos sdo ovados e glabros. Botdes florais com comprimento de 4-5mm, glabros, reflexas na
antese, oblongos a lanceolados, pétalas com 5x3mm obovadas, glabras nas duas faces; androceu
polisttmone com disco estaminal em formato retangular, glabro, estames com 3-5mm de
comprimento tendo em média 15 estames por flor, anteras globosas com duas tecas e de
deiscéncia longitudinal; ovario infero bilocular e pluriovulado, glabro, estilete 3-4mm de
comprimento, glabro (Romagnolo; de Souza, 2006; Silva; Pinheiro, 2007).

Flores hermafroditas sem produgdo de nectar, suas flores sdo denominadas “flores-
polen”, sendo esse o Gnico recurso floral para atrair polinizadores. No periodo da manha ha a
liberacdo de odores adocicados secretados pelas anteras, casos de autofecundacdo podem
ocorrer para a espécie (Silva; Pinheiro, 2007). Os frutos sdo subglobosos do tipo baga, 10-
15mm de diametro podendo alcancar 30 mm, multicostados, glabros, com coloragédo variando
de alaranjado a avermelhado quando maduros, o sabor é doce com uma leve adstringéncia
caracteristica da espécie (Romagnolo; de Souza, 2006; Silva, 2010).

A pitanga apresenta capacidade de reproducdo assexuada atraveés de enxertia de diversas
variacdes, todavia o tipo mais eficaz é o de fenda cheia (Frazon, 2008), estaquias também séo
opcdes para a propagacao vegetativa da espécie (Lattuada, 2014). A idade ontogénica dos ramos
podem influenciar na sua viabilidade, segundo Lattuada (2014) ramos semilenhosos possuem
maior taxa de viabilidade e retencdo foliar em relacdo a ramos herbaceos, apesar de um baixo
indice de enraizamento sendo apontado para essa estratégia propagativa.

Se tratando da floracéo, antese das flores em E. uniflora ocorre entre 6 e 7 horas da manhg,
suas estruturas florais duram apenas um dia. O padrdo de floracdo é anual, em massa e seu
periodo reprodutivo ocorre entre os meses de julho e dezembro, com pico de floracéo e visitacdo
em agosto e setembro (Fidalgo et al., 2019), e os frutos ocorrem em maior intensidade nos
meses de outubro e novembro. A germinacdo das sementes acontece em cerca de 25 a 40 dias,
no entanto, dependendo da viabilidade da semente e qualidade do solo o periodo germinativo
pode demorar até 100 dias (da Silva; Pinheiro, 2009; Fidalgo et al., 2019). Fidalgo et al., (2019),
apontou que sementes advindas de polinizacdo cruzada apresentam uma maior viabilidade e um
melhor desenvolvimento da plantula em relagcdo a sementes provenientes de autofecundacao.
Pitanga é uma planta classificada como xen6gama facultativa, que pode produzir frutos através
da autofecundacdo, ademais, € necessaria a presenca de polinizadores para uma maior
frutificagdo com a fecundacéo cruzada (Fidalgo et al., 2019).

2.3 Relacgoes ecologicas

As visitacOes de artropodes na pitangueira sao recorrentes em seu periodo reprodutivo,
tanto na floragdo como na frutificagdo. As folhas de pitanga s&o comumente parasitadas por
vespas da espécie Rileya hegeli (Hymenoptera), e galhadores da espécie Eugeniamyia dispar
(Diptera), esses parasitas sdo responsaveis pela formacdo de galhas nas folhas (Figura 5). E.
dispar realiza postura nas folhas da pitanga e as larvas ao eclodirem penetram no tecido foliar
e provocam a galha, que é caracterizada pela hipertrofia das células foliares e diminuicdo de
clorofila nas folhas. A larva do galhador em seu Gltimo instar sai da galha e entra no estagio de
pupa no solo (Bierhals et al., 2012). Se tratando da Rileya hegeli, esse himendptero é um
parasitéide oportunista que utiliza a galha produzida pelas larvas de E. dispar para ovopositar



e parasitar as larvas de galhador em instares finais, neste caso essas vespas sao importantes
parasitas para o controle do galhador (Bierhals et al., 2012).

" N

Figura 5. Relacdes ecoldgicas em E. uniflora. Detalhe das folhas parasitadas por galhadores
(A); Pitangueira sendo visitada por vespas (B). Fonte: Acervo pessoal (2022).

Vespas sociais da subfamilia Polistinae sdo encontrados constantemente forrageando
plantas de E. uniflora, esses insetos sdo predadores que forrageiam frutos em busca de larvas
de coleopteros, dipteros e lepidopteros, principalmente moscas (Souza et al., 2013).

A reproducgdo sexuada em E. uniflora é extremamente influenciada por polinizadores,
Visto que a espécie possui baixo sucesso reprodutivo por autogamia e nao apresenta evidéncias
de anemofilia (Pelacani et al., 2000). Diversas ordens de hexapodes realizam visitagéo floral
em E. uniflora, destacando-se as ordens Hymenoptera, Diptera, Coledptera e Neurdptera (Silva;
Pinheiro 2007). As abelhas Apis Melifera L., 1758 (Apidae) e espécies da familia Syrphidae
(Diptera) protagonizam o maior numero de visitacdes na pitanga (Pelacani et al., 2000; Silva;
Pinheiro, 2007; da Silva; Pinheiro, 2009). Espécies exdticas, como a abelha africanizada,
guando bem adaptadas ocupam o mesmo nicho de espécies nativas, 0 que provoca competicdo
e consequente alteracdo no padrdo de forrageamento das espécies locais como Augochloropsis
sp., Bombus sp., Dialictus sp e Tetragonisca sp., 0 que acarreta na perda de diversidade local
de polinizadores (Diniz; Buschini, 2016; Fidalgo et al., 2019).

2.4 Caracteristicas Fitoquimicas

A pitangueira apresenta uma rica diversidade quimica em suas diferentes estruturas. Em
seus frutos destacam-se macronutrientes de alto valor energético, como é mostrado na Tabela
Brasileira de Composi¢do dos Alimentos (TACO) (UNICAMP, 2011): em 100g de pitanga
existe 0,99 de proteinas, lipideos 0,29, 10,2g de carboidratos, 3,2g de fibras, além disso, no
fruto também sdo encontrados micronutrientes importantes, tais como Calcio (18mg) e
magnésio (12mg). Também é encontrado um alto teor de flavonoides, compostos que garantem
propriedade antioxidante ao fruto, além de um teor de 24mg/100g de vitamina C.

A presenca de compostos fendlicos, catecois e taninos sdo marcantes no fruto da pitanga,
evidenciando a principal caracteristica do sabor adstringente marcante do fruto. As antocianinas
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também se destacam pelo provimento da cor da pitanga, a cor roxeada aponta a fase mais
madura da fruta e também o estagio com maior concentracdo de antocianinas. A estrutura basica
das antocianinas é o cation flavilium (Figura 6) (Bagetti et al., 2011). E importante destacar que
esses compostos variam com o decorrer do amadurecimento do fruto (Bagetti et al., 2011; L.

Franzon et al., 2018).
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Figura 6. Cétion flavilium. Fonte: Adaptado de (Khoo et al., 2017).

Pigmentos carotendides também apresentam uma relativa diversidade nos frutos de E.
uniflora, apresentando funcdes de captacdo de luz e atracdo de dispersores de sementes,
destacam-se o licopeno, -cryptoxantina e -caroteno (Figura 7). Segunda Bagetti et al., (2011),
licopeno é o carotendide mais abundante em pitanga com 166pg/g de fruto.

(A)

Figura 7. Principais carotenoides presentes no fruto de E. uniflora. (A) Licopeno, (B) -
cryptoxantina, (C) B-caroteno. Fonte: Adaptado de (Periago; Martinez-Valverde; Ros, 2001).

Avaliando as concentracfes de macromoléculas e micronutrientes nas folhas, caule e raiz,
a pitangueira apresenta uma alta concentracdo em carboidratos e poucas variagdes quando
comparado em cada 6rgdo vegetal (Uchechukwu; Jamila Husseini; Asuquo, 2011). Os glicidios
em grandes concentracdes se destacam pelos estoques de reservas energéticas e por conta da
celulose presente na parede celular.

Tabela 1. Andlise de composicdo quimica aproximada de macromoléculas em E. uniflora.

Pardmetro Folha (%) Caule (%) Raiz (%)
Cinzas 9,24 3,57 7,00
Lipideos 1,95 1,52 5,15
Proteinas 9,58 6,21 7,23
Carboidratos 70,95 79,73 72,79
Acidos graxos 1,60 1,22 4,12
Fibra bruta 1,27 0,67 0,33
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Fonte: Adaptado de UCHECHUKWU; JAMILA HUSSEINI; ASUQUO (2011).

Se tratando da folha de pitangueira, os terpenoides se destacam em variedade nesta planta,
principalmente sesquiterpenos (stefanello; pascoal; salvador, 2011; cipriano; maia; deschamps,
2021). O quantitativo de monoterpenos € baixo (Figura 8 — a), tendo como destaque apenas o
S-Ocimeno e linalool com percentuais abaixo de 3%. Os principais sesquiterpenos nao
oxigenados regularmente presentes na folha de pitangueira sdo f-Elemeno, Germacreno B e
(E)-cariofileno (Figura 8 — b). A riqueza de sesquiterpenos oxigenados € evidente para E.
uniflora, dentre os mais abundantes estdo Curzereno, Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, Espatulenol,
atractilona e furanodieno (Lago et al., 2011; Santos; Braz-Filho; Castro, 2015) (Figura 8 — c).

(a)

SOCimeno

(b)

H<lemeno Germuacreno B (E)ycanofileno

c)

a I w‘

Curreteno Sclina-13.7(11) Espatulenol Furanodicno

mnen-8-0na

Figura 8. Estruturas quimicas dos principais terpenoides encontrados nos Oleos Essenciais das
folhas de E. uniflora. Principal monoterpeno (a); principais sesquiterpenos hidrocarbonetos (b);
principais sesquiterpenos oxigenados (c). (Lago et al., 2011; Santos; Braz-Filho; Castro, 2015).
Fonte: Adaptado de Addams, (2017).

Algumas espécies filogeneticamente préximas a E. uniflora, como Eugenia stipitata,
Eugenia supraaxillaris e Eugenia pyriformis (Mazine et al., 2018) quando analisados seus 6leos
essenciais apresentam uma composicédo distinta. E. stipitata tem uma diversidade significativa
de monoterpenos, ademais 0s sesquiterpenos apresentam maiores concentragdes, com destaque
para Guaiol, p-Cariofileno e f-Eudesmol que juntos compdem cerca de 30% do 6leo essencial
da espécie em extracdes entre 3 e 4 horas.

Analisando a espécie E. supraaxillaris, 60% de seu Oleo essencial € composto por
monoterpenos com destaque para d-Limoneno, a-Pineno e E-2-Hexenal em hidrodestilagdes de
3 horas, e avaliando a especie E. pyriformis do ponto de vista do 6leo essencial existe uma
maior similaridade em sesquiterpenos com E. uniflora com destaque para a-cadinol,
Bicyclogermacreno e g-Cariofileno, no entanto, apresenta maior quantidade em monoterpenos
em hidrodestilacbes por cerca de 5 horas. Dentre as espécies com maior similaridade
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filogenética com a pitangueira, a composi¢do quimica é relativamente distinta, sendo a
pitangueira a Unica espécie com uma baixa quantidade de monoterpenos na constitui¢ao
quimica do oOleo essencial, esses dados apontam que apesar da similaridade morfoldgica que
essas especies apresentam, a alta diversidade quimica interespecifica se destaca dentro do
género (Tabela 2).

Tabela 2. Componentes majoritarios de espécies do género Eugenia, proximas
filogeneticamente.
Espécie de género Eugenia Substéncias majoritarias
E. uniflora (a) Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (11,56 - 51%)
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxi (1,4 - 46,12%)
Curzereno (5,9 - 53%)
Gemacreno-B (0,39 — 7,5%)
Espatulenol (0,38 - 7%)
E. stipitata (b) Guaiol (13%)
B -Cariofileno (22%)
B-Eudesmol (8%)
a-pineno (14%)
Elemol (4%)
E. supraaxillaris (c) d-Limoneno (18 — 32%)
a-Pineno (24 — 28%)
Germacreno-D (5 — 7%)
a-Humuleno (4 — 9%)
E-2-Hexenal (46%)
E. pyriformis (d) a-cadinol (10 — 14%)
Limoneno (0,5 — 14%)
B-pineno (0,2 — 7%)
Bicyclogermacreno (10 - 12%)
p-Cariofileno (7 — 17%)
Fonte: a — (Stefanello; Pascoal; Salvador, 2011; da Costa et al., 2020; Cipriano; Maia; Deschamps, 2021), b -

(Medeiros et al., 2003; Costa et al., 2020), ¢ - (Aboutabl et al., 2011; Abdelhameed et al., 2023; Mohamed et al.,
2023), d - (Apel et al., 2004).

Essa riqueza em compostos quimicos garante a E. uniflora um grande potencial em
diversos campos de aplicacdo. A alta concentracdo de proteinas, carboidratos e fibras podem
ser exploradas para a producdo de forragem animal e complemento para racdo animal, seus
metabolitos secundarios taninos, fendis e triterpenos podem ser explorados no tratamento de
disenterias (Uchechukwu; Jamila Husseini; Asuquo, 2011). Além disso, sua variabilidade em
sesquiterpenos abre possibilidade para o estudo em atividade bioldgica de interesse médico e
agricola (Rodrigues et al., 2013; dos Santos et al., 2018). As possibilidades sdo muitas se
tratando dessa espécie nativa do bioma Mata Atléntica, desta forma, o aprofundamento no
estudo da pitangueira tem importancia para a conservacdo, possivel desenvolvimento de
fitoterapicos e em varios pontos do setor agricola.

2.5 Biossintese de terpenos
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Para a sintese dos compostos terpendides as plantas se utilizam de vias metabdlicas
especializadas, essas fazem parte do metabolismo especial dos vegetais. As vias metabdlicas
para essa construcao se utilizam de moléculas de metabolismo primario, como a acetil-COA,
que por reacdes enzimaticas de reducado sintetizam unidades de isoprenos (C5), essas unidades
isoprenoides ativos sdo, Dimetilalil difosfato (DMAPP) e difosfato de isopentenil (IPP)
(Szkopinska; Ptochocka, 2005) (Figura 9). Para a sintese de monoterpernos (C10) duas
unidades isoprenicas sdo unidas através da enzima geranil pirofosfato sintase, e para a formacao
de sesquiterpenos que apresentam o esqueleto molecular formado por trés isoprenos, a enzima
que catalisa a reagdo é a farnesil pirofosfato sintase (Dewick, 2009).

Fore)
Lo

DMAPP GPP

Figura 9. Sintese de geranilpirofosfato (GPP) com dois isdbmeros isoprenoides Dimetilalil
difosfato (DMAPP) e difosfato de isopentenil (IPP). Fonte: Adaptado de Szkopinska &
Plochocka (2005).

As duas principais vias metabolicas envolvidas na producdo desses terpendides sdo, a via
citoplasmatica do mevalonato (MEV) e a via plastidial do metileritritol-fosfato (MEP). A via
MEYV possui como molécula iniciadora o Acetil-CoA, por sintese enzimatica ocorre a conversdo
em Acetoacetil-CoA que por reacdo aldolica com hidrolise no sitio acetil-enzima formando o
intermediario 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), ap6s algumas reacoes de reducéo é
formado o mevalonato, esse precursor através de reacdes de fosforilacdo e descarboxilacédo
forma como produto final da via, o IPP que pode se isomerizar em DMAPP (Dewick, 2009)
(Figura 10).
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Figura 10. Via metabolica do mevalonato (MEV) para a sintese de isoprenos. Fonte:
Adaptado de Dewick (2009).

A via MEP ocorre nos plastideos e tem como molécula iniciadora o acido pirdvico ou
gliceraldeido-3-fosfato provenientes da glicolise, esses compostos de trés carbonos passam por
processos de reducdo, rearranjo e fosforilagdo formando metileritritol-fosfato (MEP). A via
MEP em linhas gerais € a mais utilizada pelas plantas para a sintese de isoprenos, e ndo se
restringe aos cloroplastos, ocorrendo também em cromoplastos e eleoplastos (Dewick, 2009).
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Figura 11. Via metabdlica metileritritol fosfato (MEP) para a sintese de isoprenos. Fonte:
Adaptado de Dewick (2009).

A partir da sintese dos isoprenos, enzimas trabalham na construcdo dos terpenoides, em
especial para a sintese de monoterpenos a enzima geranil difosfato sintase trabalha promovendo
ionizacdo do DMAPP, perda de proton no IPP e fosforilagdo, essas reacfes promovem a
producéo de um difosfato de monoterpeno, geranil-PP, ou seus isémeros linalil-PP e neril-PP,
esses componentes por alteragdes simples podem formar varios monoterpenos (C10). Para a
producéo de sesquiterpenos a enzima farnesil difosfato sintase atua ligando mais uma isopreno
em uma molécula monoterpenica. Os sesquiterpenos sdo geralmente sintetizados pela via MEV,
onde ocorre a adi¢do de um IPP (C5) a um GPP (C10) levando a sintese do precursor farnesil
difosfato (FPP). A partir da formacdo do FPP, o mesmo pode dar origem a uma grande
diversidade de sesquiterpenos lineares ou ciclicos, hidrocarbonetos ou oxigenados. Com as
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consecutivas acfes enzimaticas sdo produzidos os diterpenos, sesteterpenos, triterpenos,
esterdides e carotendides de acordo com a expressdo génica e condi¢cbes ambientais bioticas e
abidticas (Dewick, 2009) (Figura 12).

\cido mevalonico (MEV) Metileritritol fosfato (MEP)

Oory orr Hemiterpenos (C35)

Dimctilalil PP (DMAPP) Isopenteril PP (IPP)

- Maonoterpenos (C10)

- Sesquiterpenos (C15)

P ‘

Cy - Diterpenos (C20)

- Sesteterpenos (C25)
U - Triterpenos (C30)

'
Esterondes (C18.C30)

- Fetraterpenos/ caroteniides (C40)

Figura 12. Panorama de biossintese de terpendides a partir da construcao de isoprenos via MEV
e MEP. Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

2.6 Uso medicinal tradicional

Se tratando de espécies botanicas nativas da Mata Atlantica, muitos sdo os conhecimentos
de medicina tradicional, com pitangueira é ndo diferente. As propriedades medicinais
associadas a E. uniflora séo diversas, principalmente quando se trata da infusdo de suas folhas.
Através do método de infusédo é preparado o cha que segundo o conhecimento tradicional possui
propriedade hipotensora, antigota, contra nauseas e hipoglicemiante (Auricchio; Bacchi, 2003;
Mathé; Bandoni, 2021). Além disso, a pitangueira apresenta moléculas com forte potencial
medicinal, como compostos fendlicos com relatos de ac¢Ges antioxidantes (Auricchio; Bacchi,
2003).

De acordo com o0 método de extracdo as propriedades podem se alterar e novos efeitos
benéficos podem ser observados, como em extrato alcodlico das folhas que, segundo Carvalho
(2006) garante efeitos contra diarréia, verminoses, bronquite, tosse, febre, ansiedade e
hipertensdo. Essa gama de propriedades medicinais associadas ao conhecimento popular é uma
das principais formas de mapear novas plantas com potencial fitoterapico, compostos e
principios ativos em espécies pouco conhecidas no meio cientifico, essa grande area académica
que busca associar conhecimento tradicional, indigena e histérico com pesquisas cientificas &
chamada de etnobotanica (Bratti et al., 2014). Através do estudo etnobotanico é evidenciado o
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valor imaterial do conhecimento tradicional, abre possibilidades para estudos de perfil de
diferentes comunidades e sua relacdo com a flora ao seu redor. Além disso, existe a busca por
novos principios ativos que associada aos conhecimentos empiricos passados por geracoes,
aumentam o potencial de sucesso no desenvolvimento de farmacos (Vasquez; de Mendonca;
Noda, 2014). Para além dos conhecimentos tradicionais existe também o interesse publico na
pesquisa pelo potencial biotecnoldgico de plantas medicinais que ocorrem no Brasil, incluindo
a pitangueira que esté inserida na lista de plantas medicinais de interesse ao SUS (RENISUS).

A valorizacéo e o potencial de desenvolvimento econdmico para as comunidades é uma
das possibilidades da etnoboténica. Todos esses fatores benéficos fazem da etnoboténica uma
ciéncia crescente, em principal no Brasil onde os saberes tradicionais séo diversos, e grande
parte da flora nativa ainda é inexplorada pela ciéncia. “Nada ¢ mais imaturo na ciéncia do que
a crenga que nada pode ser aprendido do passado” (Tyler, 1999).

2.7 Propriedades bioldgicas

Na Tabela 3 pode ser observada a atividade do 6leo essencial de E. uniflora contra varios
microrganismos. As atividades bioldgicas elucidadas na literatura sobre E. uniflora evidencia
0 grande potencial da planta na &rea medicinal, cosmética e agricola. Além de tudo, os
resultados da literatura corroboram os conhecimentos etnobotanicos acerca da espécie. Sobeh
et al., (2016), apontam atividade antibacteriana moderada contra bactérias de interesse médico,
como, as gram-positivas Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Bacillus subtilis e as gram-
negativas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa com o0leo
essencial de pitangueira rico em espatulenol (15%).

Tabela 3. Patdgenos e as respectivas concentracdes de 6leo essencial de E. uniflora que
exerceram atividade bioldgica.

Microorganismos CIM
Staphylococcus aureus, S. epidermidis (a) >10 mg/mL
Bacillus licheniformis (a) =0,625 mg/mL
Bacillus subtilis (a) =5 mg/mL
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, >10 mg/mL
Pseudomonas aeruginosa (b)
Candida parapsilosis =1,25 mg/mL
Candida albicans =2,5 mg/mL
CI150
Candida albicans =1.892 u g/mL
Candida tropicalis =4.511 pg/mL
Candida krusei =12.491 n g/mL

a — Bactérias gram-positivas, b — bactérias gram-negativas. CIM: concentracdo inibitéria minima. C150:
concentracdo inibitdria para 50 % da atividade. Fonte: adaptado de Sobeh et al., 2016; dos Santos et al., 2018.

Testes bioldgicos em fungos de interesse médico também destacam seu potencial
fungicida moderado, como resultados com fungo do género Candida spp. (Sobeh et al., 2016),
outros resultados apontam efeito sinérgico positivo do 6leo essencial associado ao fungicida
sintético fluconazol contra fungos do mesmo género, sendo esse 6leo essencial um possivel
potencializador do efeito fungicida e consequentemente diminuindo o efeito residual no corpo
do paciente e no ambiente (dos Santos et al., 2018).
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Alguns outros compostos do metabolismo especializado de E. uniflora que néo estdo
presentes no Oleo essencial apresentam atividade antimicrobiana, como a molécula Oenoteina
B, composto da classe dos taninos que pode ser extraido das folhas de pitangueira e possui
efeitos contra S. aureus, E. coli e em fungos agentes etioldgicos da micose (Paracoccidioides
spp.) (Silva et al., 2020). Extratos hidroalcdolicos das folhas de pitangueira constituidos
majoritariamente por taninos e flavondides podem apresentar atividades contra
microorganismos, nos experimentos de Auricchio et al., (2007) foi observado capacidade
antibacteriana moderada em trés espécies de bactérias patogénicas humanas, incluindo
Salmonella cholerasuis.

Estudos fitossanitarios sdo escassos com E. uniflora, no entanto, é possivel que a espécie
apresente um potencial a ser explorado. Mazaro et al., (2008) fizeram testes do 6leo essencial
de pitangueira para a inducdo de fitoalexinas (antimicrobianos) em cotilédones de soja, 0s
resultados séo positivos, porém, moderados. Sdo quase inexplorados os potenciais antiflngicos
contra fungos de interesse agricola com compostos provenientes de E. uniflora, é documentado
um efeito inibitério do 6leo essencial de pitangueira no crescimento do fungo Sclerotinia
sclerotiorum causador do mofo branco em feijdo (Marques, 2014), neste estudo observou-se
um notavel efeito inibitério diretamente no fungo in vitro, bem como uma diminuicdo das
necroses diretamente no vegetal, a aplicacdo Oleo essencial também induziu a expressam de
enzimas associadas a protecdo da planta como quitinases, peroxidases e polifenoloxidases. A
falta de estudos com o uso de 6leo E. uniflora contra fungos e bactérias de interesse agronémico
é uma realidade que dificulta a exploracdo do potencial biotecnoldgico da espécie nativa.

E valido destacar que a atividade bioldgica esta diretamente relacionada a composicao
guimica das plantas trabalhadas nos experimentos, e estas, apesar de serem a mesma especie
podem apresentar algumas divergéncias genéticas que se mostram em fendtipos diferentes,
principalmente se tratando de sintese de metabdlitos secundarios, formando quimiotipos
diversos (Satyal et al., 2017). Ademais, existe uma gama fatores edafoclimaticos que
contribuem para uma diversidade quimica em espécies botanicas, aspectos como, tipo de solo,
luminosidade, herbivoria e competicdo sdo razdes para diferentes respostas quimicas dos
vegetais (da Costa et al., 2020).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O presente trabalho buscou investigar a diversidade quimica da populacdo de pitangueiras
(E. uniflora) do litoral Norte Fluminense-RJ, com base nos éleos essenciais extraidos das
folhas, visando espécimes com potencial agronémico. Também foi interesse deste estudo
avaliar possiveis aplicacdes biotecnologicas dos 6leos essenciais de pitangueiras para o controle
de fungos de interesse agricola como Colletotrichum gloeoporioides e Pestalotia sp.

3.2 Objetivos especificos

1) Cadastrar o projeto de pesquisa e informar os 6rgdos de meio ambiente, como INEA-
RJ, ICMBIO e SISGEN sobre a prospecgdo e coleta de pitangueira (neste caso, parte dos
trabalhos ja foi iniciado, cabendo somente a atualizagdo dos acessos no SisGEN e se necessario
prorrogacéo das autorizacOes concedidas pelo INEA e ICMBIo);

2) Prospectar genotipos de pitangueira em fragmentos da mata atlantica, na Regido do
Litoral Norte Fluminense, RJ.
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3) Realizar a cinética de extracdo do dleo essencial de E. uniflora para se conhecer um
tempo 6timo de extracao.

4) Extrair e caracterizar o 6leo essencial dos diferentes genotipos pitangueira, em
conformidade com as regras e recomendacfes de 6rgaos de normatizagdo como a ISO 9235
(2013), IOFI e literatura especifica.

5) Propor a sistematizacdo dos dados de diversidade quimica da pitangueira através de
andlises univariadas e multivariadas.

6) Prospectar entre os 6leos essenciais dos diferentes genétipos de pitangueira a atividade
toxica in vitro sobre fungos de interesse agricola, analisando a porcentagem de inibi¢do do
crescimento micelial.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cinética de destilacéo dos 6leos essenciais de E. uniflora
4.1.1 Destilacéo

O material vegetal foi coletado de um espécime de E. uniflora localizado no campus da
UFRRJ — Seropedica, RJ (-22,7608817, -43,6917928). As folhas foram secas em estufa a 37°
C por 72 horas, em seguida, trituradas em liquidificador por 2 minutos. O processo de
hidrodestilacdo foi realizado no setor de grandes culturas da UFRRJ, Seropédica, RJ. A
quantidade de 100 g das folhas secas de E. uniflora (n=4) foram submetidas a hidrodestilagcéo
em baldo volumétrico de fundo redondo de 5 litros contendo 3 L de dgua destilada e conectado
em um aparelho tipo Clevenger. A fonte de calor consistiu em uma manta de aquecimento (700
W) e o fluxo de destilado foi delimitado para 3 mL/min, com o auxilio do potencidémetro da
manta de aquecimento. Ap0s iniciado a operacao, nos intervalos de 0 a 30, 30 a 60, 60 a 120,
120 a 240 e 240 a 360 minutos o 6leo essencial foi recolhido. A vidraria foi lavada com 2mL
de diclorometano para a recuperacdo total do Oleo essencial, posteriormente, a mistura foi
filtrada, seca com Na2SOa4 anidro e o solvente eliminado com fluxo N2 gasoso, até atingir a
estabilidade de massa (Figura 13).
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Figura 13. Processo de extracdo do Oleo essencial de E. uniflora através do método fisico de
hidrodestilacdo. Extracdo em aparelho tipo Clevenger modificado (A); Secagem do 6leo
essencial através de filtragdo com sulfato de sddio anidro (B); Retirada do solvente
diclorometano com gas nitrogénio (C); Oleo essencial durante a extracio na vidraria (D). Fonte:
Acervo pessoal (2022).

4.1.2 Teor (%, m/m)

A massa foi expressa em porcentagem (%, m/m) de 6leo essencial com base na matéria
seca de folhas. No momento da destilacdo das folhas de E. Uniflora, uma amostra foi separada
para avaliar a matéria seca, ou seja, a massa de folhas livre de umidade. O procedimento foi
realizado da seguinte forma: uma amostra de 2g foi seca em uma estufa a 102°C até alcancar a
estabilidade, que ocorreu em aproximadamente 48h. Com auxilio de uma balanca analitica
(modelo Unibloc AUW-320 Shimadzu) com precisao de 0,1 mg (0,0001g), foi obtido a massa
da amostra antes (2 g) e depois.

A mateéria seca em termos percentuais foi calculada utilizando a equacéo (1), onde: MSy
= teor (%) de matéria seca; mas = massa da amostra seca (g); May = Massa da amostra com
umidade (g), material usado na extracéo do 6leo essencial.

@ MSo, = (Mas)*100/(Mau)
Para o célculo da matéria seca da amostra (MS,) utilizada no processo de extracdo

utilizou-se a equagdo (2), onde: MS, = matéria seca da amostra (g) que foi utilizado na
destilacdo; may = massa da amostra com umidade (g).

(2) MSa = (mau* MS%)/].OO

E para a obtencdo do teor de dleo essencial com base na matéria seca (OEwwms), foi usada
a equacdo (3), onde mee = massa de 6leo essencial (g).
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(3) OEw%ms = Mee *100/ MS,

4.1.3 Andlise e caracterizagdo quimica por CG-DIC e CG-EM

Para a analise das amostras de 6leo essencial por cromatografia gasosa acoplada ao
detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) foi utilizado o Cromatografo gasoso HP 5890 series
Il (Hewlett-Packard, USA), equipado com detector de ionizacdo de chama com injetor no modo
“split 1:100” a 250°C, que separa os componentes e tem grande eficiéncia na quantificagdo dos
constituintes do 6leo essencial. A coluna utilizada foi do tipo HP - 5 (30m X 0.25mm X 0.25
pum) (Varian) de silica com fase estacionaria 5% fenil-metilpolisiloxano. O gés de arraste foi
hélio, com fluxo de ImL/min. A programacao da temperatura da coluna 50° C por 5 min, com
acréscimo de 3 °C min™ até 120 °C, seguido de acréscimo de 5 °C min até 250 °C, e por fim
um acréscimo de 15 °C min até 290 °C, mantidos por 20 minutos. As temperaturas do injetor
e detector foram 250 °C e 290 °C, respectivamente.

Para a analise das amostras de 6leo essencial por CG-EM foi utilizado um Cromatdgrafo
Gasoso acoplado ao espectrometro de massa do modelo QP-2010 Plus (Shimadzu, JPN), o
equipamento separa 0s componentes e tem eficiéncia em qualificar as substancias presentes no
6leo essencial. As temperaturas de injetor e interface foram de 220 °C e 250 °C,
respectivamente. A coluna e a programacdo do equipamento foram as mesmas utilizadas no
CG-DIC. A temperatura do injetor e do detector foram de 250 °C e 310 °C, respectivamente,
com o volume injetado de 0,5 L e padrdo interno octanoato de metila.

A identificacdo e elucidacdo dos constituintes do 6leo essencial foi realizada com base na
comparagdo dos espectros de massa das substancias com o0s espectros dos bancos de dados do
equipamento (Nist, 2008) e da literatura (Adams, 2017) e ainda com o auxilio dos indices de
retencdo linear (Van Den Dool; Dec. Kratz, 1963), os componentes devidamente identificados
foram tabelados no software Microsoft Office Excel 2021.

4.2 Diversidade in situ do dleo essencial Eugenia uniflora

4.2.1 Regularizagao e desenvolvimento de pesquisa

O grupo possui prévia autorizacdo para as atividades de campo e coleta cadastrada nos
6rgdos competentes, Instituto Estadual do Meio Ambiente do Estado do Rio de Janeiro — INEA
N°023/2021, e Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade — ICMBio N° 75906-
1. As coletas foram devidamente cadastradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), cddigo de cadastro AAA4AT6.

4.2.2 Prospeccao, identificacdo e coleta

Foram realizadas duas coletas percorrendo o litoral Norte Fluminense, RJ. A primeira
coleta foi realiza no dia 23 de setembro de 2022 nos municipios de Rio das Ostras, Macaé e
Campos dos Goytacazes, RJ, um total de 10 espécimes foram coletadas em ambiente natural
(in situ). A segunda coleta foi feita no dia 18 de novembro de 2022 nos municipios de Campos
dos Goytacazes, Sdo Jodo da Barra e Sdo Francisco de Itabapoana, RJ, mais 10 individuos foram
coletados, totalizando 20 espécimes. Foram coletados de cada individuo cerca de 1kg de matéria
vegetal, alguns ramos para produzir exsicatas alem de frutos para promover a germinagao
posterior ex situ. Para a identificacdo dos acessos utilizou-se a sigla EU (Eugenia uniflora) e os
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locais de coleta foram identificados através de latitude, longitude via GPS e descricdo resumida
do ambiente (Figura 14).

Figura 14. Mapa do Estado do Rio de Janeiro com demarcagdes de seus ecossistemas e pontos
vermelhos marcando os locais de coleta de E. uniflora no litoral norte do Estado
georreferenciados. Fonte: Adaptado de INEA (2023).

4.2.3 Producéo de exsicatas e tombamento

O material vegetal e os ramos das exsicatas foram secados em estufa por 48h a 39°C e
levados ao herbario da UFRRJ para o registro e tombamento. O processo ocorreu em duas
etapas: (1) preenchimento da planilha eletrénica disponibilizada pelo site do proprio herbario,
RBR-UFRRJ, para identificacdo dos diferentes individuos, com a validagdo da planilha de
dados foram geradas etiquetas de identificacdo com as informac@es fornecidas pelo depositante
para cada amostra com o0 nimero de tombamento (Tabela 4). (2) Confec¢do das exsicatas, que
consistiu na montagem das exsicatas seguindo as instrucdes e recomendacdes do instrutor do
Herbario (Figura 15). Os frutos foram despolpados e submetidos a semeadura.
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Tabela 4. Informacdes das exsicatas depositadas no herbario da UFRRJ.

Espécimes Ne de Municipio Localizag&o (lat e long) Horario de
registro coleta
EU 23 RBR 57578 Rio das Ostras, RJ -22.5271217 -41.93252955 10:12
EU 24 RBR 57579 Rio das Ostras, RJ -22.53413454 -41.93181004 10:36
EU 25 RBR 57580 Rio das Ostras, RJ -22.50847408 -41.91467978 11:14
EU 26 RBR 57581 Rio das Ostras, RJ -22.49152306 -41.89756963 11:48
EU 27 RBR57582 Macaé, RJ -22.41750175 -41.82004239 12:41
EU 28 RBR57583 Macaé, RJ -22.29790157 -41.68668 14:36
EU 29 RBR57584 Macaé, RJ -22.29124781 -41.70830492 15:19
EU 30 RBR 57585 Campos dos Goytacazes, RJ -22.02712343 -41.0234518 08:10
EU 31 RBR 57586 Campos dos Goytacazes, RJ -22.00642833 -40.99534828 08:50
EU 32 RBR 57587 Campos dos Goytacazes, RJ -22.00045463 -40.98897267 09:19
EU 33 RBR57963 Campos dos Goytacazes, RJ -21.98915529 -40.98329779 10:46
EU 34 RBR 57964 S&o Jodo da Barra, RJ -21.92868186 -41.00387033 12:28
EU 35 RBR 57965 Séo Jodo da Barra, RJ -21.91502002 -40.98506972 13:07
EU 36 RBR 57966 S&o Jodo da Barra, RJ -21.7362036 -41.02634925 14:29
EU 37 RBR 57967 S&o Jodo da Barra, RJ -21.66982592 -41.07121289 15:35
EU 38 RBR 57968 Sao Francisco de -21.58256555 -41.10120267 17:00
Itabapoana, RJ
EU 39 RBR 57969 Séo Francisco de -21.56732203 -41.06205147 17:40
Itabapoana, RJ
EU 40 RBR57970 S&o Francisco de -21.39023218 -40.9836505 8:35
Itabapoana, RJ
EU 41 RBR 57971 Séo Francisco de -21.31487962 -40.96465845 8:59
Itabapoana, RJ
EU 42 RBR 57972 Séo Francisco de -21.32444854 -40.96508827 09:32

Itabapoana, RJ
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Figura 15. Exsicata de E. uniflora montada. Fonte: Acervo pessoal (2022).

4.2.4 Destilacéo, rendimento (m/m%) e analise quimica

O procedimento adotado para destilacdo, célculo do teor e analise quimica dos 6leos
essenciais foram as mesmas descritas nos itens 4.1.1, 4.1.2 e 4.1.3, com algumas modificacoes
que serdo apresentadas a seguir. Para a hidrodestilagéo foi utilizado 150 g de folhas secas de E.
uniflora, uma extragdo por amostra e o tempo de destilagéo foi fixado em 3 horas.

4.2.5 Caracterizacao dos quimiotipos

Para a definicdo dos quimiotipos no estudo de diversidade quimica de pitangueira foi
utilizado uma metodologia proposta por (Nascimento, et al., 2020), visto que néo existe uma
norma na literatura para definir nome aos quimiotipos. A metodologia apresenta comparacoes
entre o quantitativo de cada substancia dentro do 6leo essencial e a dominéncia entre elas, o
quimiotipo pode ser de apenas uma substancia majoritaria (A), duas substancias (A-B) ou trés
(A-B-C). Os pardmetros para se observar as substancias majoritarias dominantes nos 6leos
essenciais estdo detalhados na seguinte chave:

a) Quimiotipo A:se A>2Be A>25%;

b) Quimiotipo A-B: se B> 15% ¢ B > 2C;

¢) Quimiotipo A-B-C se C>10% e C > 2D;

d) Quimiotipo indefinido ou misto, se nenhuma das opg¢des anteriores foi
atendida.

4.2.6 Analise visual de arranjos quimicos (chemoarrays)

Buscando elucidar os padrdes de concentragdo dos compostos majoritarios dos 6leos
essenciais de E. uniflora, foram produzidos graficos de rosca com 0s componentes mais
expressivos destacados por cores. Com os graficos coloridos, realizou-se uma analise visual de
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arranjos quimicos (chemoarrays), agrupando os 0leos essenciais com padrfes semelhantes. Para
a selecdo dos compostos foi utilizada uma restricdo na base de dados, que estdo detalhados
abaixo:

a) Concentracdo de mais de 15% em pelo menos um 6leo;
b) e/ou 70% de frequéncia nos dleos essenciais.

Com base nas restricdes estabelecidas, 11 substancias majoritarias foram selecionadas e
para cada uma foi atribuida uma cor. As demais substancias formaram um grupo denominado
como “outros”.

4.3 Teste de atividade antifungica
4.3.1 Material

Amostras nomeadas como EU24, EU25, EU28, EU31 e EU42 de dleo essencial de
diferentes espécimes de E. uniflora foram testados nos fungos Colletotrichum gloeosporioides
e Pestalotia sp. causadores da antracnose e patdgenos de sementes de espécies florestais,
respectivamente. O fungo C. gloeoporioides foi isolado da fruta do mamao (Carica papaya L.)
no Laboratdrio de Plantas Aromaticas e Medicinais—LabPAM, a identificacdo do fungo foi feita
com a técnica de microscopia através de comparacao de estruturas fangicas, como, micélios,
conidios, conidiéforos e apressérios. O fungo Pestalotia sp. foi cedido pelo Laboratério de
micologia e micotoxicidade da UFRRJ, ambos foram propagados em meio BDA (Batata,
Dextrose e Agar), tendo suas colonias sido incubadas em cdmara com temperatura controlada
(27°C).

4.3.2 Preparo de solucdo teste

As solugbes em diferentes concentragdes foram preparadas conforme a seguinte
descricdo. Uma solucdo padrao foi preparada utilizando-se 350 mg de 6leo essencial pesados
em balanga analitica (modelo Unibloccom AUW-320 Shimadzu) com precisdo de 0,1 mg
(0,00019), o ¢6leo foi solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO) até atingir 2 mL de volume
resultando em uma solucdo de trabalho a 175mg/mL. A partir disso, foi-se diluindo 1mL da
solucdo de trabalho em 49mL de BDA produzindo um meio de cultura com uma concentracdo
de 6leo essencial de 3,5mg/mL, as outras concentra¢fes foram produzidas de forma seriada a
partir da solucdo trabalho adicionando-se 1 Ml de DMSO para a preparacdo de solu¢es com
concentragOes fracionadas, formando meios BDA nas concentragfes finais de 1,75mg/mL,
0,875mg/mL, 0,437mg/mL (Figura 16).

Para o preparo das concentracfes mais baixas foi pesado 10 mg de 6leo essencial na
balanca analitica, e diluido em DMSO até ao volume de 2 mL formando uma solucéo trabalho
com concentracdo de 5mg/mL, desta segunda solucdo trabalho foi utilizado 1mL para diluir em
49mL de BDA resultando em um meio de cultura com concentracdo de 6leo essencial de
0,Img/mL, logo ap6s mais 1mL de DMSO foi aplicado na solucdo trabalho decaindo a
concentracdo pela metade e a diluicdo em meio de cultura foi repetida formando a menor
concentracdo de 0,05mg/mL (Figura 16). Os outros tratamentos foram a testemunha contendo
apenas o meio de cultura BDA, o controle (+) contendo BDA e o fungicida sistémico
FOLICUR® em uma concentracdo de 0,25mg/mL, e o controle negativo contendo 49mL de
BDA e 1mL do composto detergente DMSO.
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de 3,5mg/mL

Figura 16. Esquema da preparacdo das soluces de BDA com diferentes concentracdes de 6leo
essencial. Para a preparacdo das concentragdes maiores, foram adicionados nos meios BDA
1mL da solucdo de trabalho (a), apds cada producdo adicionou-se mais 1mL de DMSO na
solucéo de trabalho, diminuindo a concentracdo da mesma. Para as concentragcdes menores foi
preparada uma solucdo de trabalho menos concentrada (b). Fonte: Acervo pessoal.

Foram feitos seis experimentos com o0s seguintes 6leos essenciais: EU31, EU42, EU25
foram testados em Colletotrichum gloeosporioides, e EU31, EU24 e EU28 foram testados em
Pestalotia sp. Para cada experimento todos os tratamentos foram produzidos em cinco

repeticdes. Todo o processo de manipulacdo dos tratamentos e producdo das concentraces foi
feito dentro de fluxo laminar (Figura 17).
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Figura 17. Processo de preparo de solucbes e repicagem dos fungos em camara de fluxo
laminar. Fonte: acervo pessoal (2023).

Para a andlise dos resultados dos testes bioldgicos a area de crescimento do micélio
fangico foi mensurado utilizando o software Image J, os valores foram convertidos para
porcentagem de inibi¢do com o auxilio do programa Excel®. O processamento dos dados,
construcdo dos graficos e analise estatistica foram feitos no software GraphPad Prism 8. As
andlises estatisticas feitas foram por analises de correlacdo ndo linear com célculo de C150
(concentracéo inibitdrio de 50% do micelio) e teste de médias (Tukey), para cada experimento
a analise de correlacdo apresentou uma equagdo da curva de dispersdo de inibicdo nos
tratamentos e através dessas equacdes foi possivel estimar a concentracdo inibitéria de 50%
(CI50). Também foram construidos gréaficos de barras juntamente com teste Tukey usando 0s
valores exatos da area de crescimento micelial de todos os experimentos.

4.4 Estatistica
4.4.1 Andlises descritivas

Para o estudo de cinética de extracdo do Oleo essencial de pitangueira foi proposto
primeiramente a descri¢do dos dados de massa de 6leo essencial, com base nos intervalos de
destilacdo, na forma de grafico de dispersdo, onde os simbolos representaram as médias dos
dados e as barras indicam o desvio padrdo. Em seguida, os dados de massa de 6leo essencial
foram transformados em teor (%) de 6leo essencial, com base na matéria seca acumulada em
cada intervalo de destilacéo, depois foram submetidos a regressao ndo linear e apresentados em
um grafico de dispersdo onde os simbolos representaram as médias dos dados e as barras
indicam o desvio padrdo apresentando a dispersdo dos dados amostrais, a analise de regresséo
utilizada foi de Michaelis-Menten que compara substrato vs velocidade para determinar o Km
e Vmax. As analises e 0s pressupostos estatisticos, assim como os graficos foram executados
com o auxilio do programa GraphPad Prism 8.

Para o estudo de diversidade in situ as analises descritivas foram apresentadas com base em
graficos do tipo Box-Plot e de colunas, elucidando a variabilidade de teores dos 0leos. Na
analise de parametros geograficos foram feitos graficos de barras juntamente com teste de
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médias (Tukey), destacando a diferenca nos teores de 6leos essenciais em cada regido (cidade)
de coleta. Além disso, o teor também foi analisado pelo parametro de cor dos 6leos essenciais
através de graficos de barras e teste Tukey.

4.4.2 Matriz de dados

A matriz de dados referente as amostras de 6leos essenciais e utilizada para as analises
estatisticas foi construida da seguinte forma. As linhas foram constituidas pelas 20 amostras de
6leos essencial de codigos EU 23 a EU42, sendo estas as variaveis independentes. As colunas
foram constituidas por 23 substancias quimicas identificadas nos Oleos essenciais, e
selecionadas apds restricBes, sendo estas as varidveis dependentes. As variaveis dependentes
foram selecionadas apds imposicao de restricdes ao total de 51 substancias que constituiram o0s
6leos essenciais das 20 amostras. A restricdo imposta foi a seguinte: A substancia deve
apresentar proporc¢édo (area relativa) igual ou maior que 5% em pelo menos um dos 20 6leos
essenciais e/ou frequéncia igual ou superior a 40% nos 6leos essenciais amostrados.

4.4.3 Andlise de agrupamentos hierarquicos

O método de analise multivariada estabelecido foi 0 método de agrupamento hierarquico
UPGMA (Unweighted pair Group Method with Arithmetic mean). Para a anélise utilizou-se
uma matriz com 20 espécimes resultantes da prospeccdo (varidveis independentes) e 23
substancias majoritarias (variaveis dependentes) que foram delimitadas utilizando a restricao
explanada acima, a base de dados foi submetida a padronizacdo, deixando todas as variaveis
adimensionais com o objetivo de evitar enviesamentos dos dados. Foi calculada a matriz de
distancia euclidiana, importante para a anélise de agrupamentos, e essa matriz de dados foi
submetida ao método UPGMA que constroi um dendrograma que demonstra de forma gréafica
os individuos semelhantes e divergentes. Com a finalidade de averiguar o ajuste e veracidade
da matriz fenética (matriz euclidiana) e da matriz cofenética (dendrograma) foi realizado o
calculo do coeficiente de correlacdo cofenética calculado com a equacéo abaixo.

Cov(F,C)
JIE) - 7(0)

CCC =

As analises estatisticas de agrupamento hierarquico descritas acima foram
realizadas no Programa R, versdo 4.3.1, Copyright © 2023, The R Foundation for Statistical
Computing. Todas as analises descritivas, graficos Boxplot, graficos de barra e teste de médias
foram realizadas no software GraphPad Prism 8.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cinética de extracdo do 0Oleo essencial de pitangueira

Com a finalidade de se conhecer o melhor tempo de hidrodestilacdo para a obtencgédo do
6leo essencial de E. uniflora, foi proposto um experimento de cinética de extragdo. Deste modo,
as folhas de um espécime de pitangueira, localizado no campus da UFRRJ em Seropédica-RJ,
foram coletadas, secas e submetidas a hidrodestilagdo, com amostragem de 6leo essencial aos
30 minutos, 1, 2, 4 e 6 horas (tempo de esgotamento) apos iniciada a destilacdo. Os resultados
da cinética de extracdo estdo representados na Figura 18 e Tabela 5.
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Figura 18. Hidrodestilacdo de folhas secas de pitangueira. Massa (g) de éleo essencial obtido
nos diferentes intervalos de destilacdo (a). Cinética de destilacdo com base no teor (%, m/m) de
o0leo essencial acumulado nos diferentes intervalos de tempo (b). Os simbolos representam as
médias das amostras e as barras indicam o desvio padrdo dos dados. O gréafico b apresenta a
equacdo da curva produzida através da regresséo e o R2.

Os resultados de rendimento acumulado ap6s 6 horas de extragdo foram de 0,87% (m/m).
Com a analise de regressdo foi possivel estimar a porcentagem maxima de extracdo (teor
maximo estimado = 1,214%), a curva de dispersao dos dados em funcao do tempo de destilacdo
e teor (%) de dleo essencial apresentou um comportamento hiperbélico com R? igual a 0,9692
(Figura 18). Logo, foi possivel estimar o porcentual de OE a ser extraido em 3 horas, que foi
de 0,71%. Com o tempo de 2 e 4 horas foi possivel extrair o equivalente a0,61% + 0,12 € 0,81%
+ 0,10 de 6leo essencial. As estimativas previstas com base na analise de regressdo foram de
0,59 e 0,79% para os tempos de 2 e 4 h respectivamente. (Tabela 5).

Tabela 5. Cinética de extragdo de 6leo essencial de E. uniflora por hidrodestilacdo, a partir
das folhas de pitangueiras.

Tempo (h) Teor de 6leo essencial (%, m/m)
Estimado Experimental (+ dp)

0,5 0,23 0,22+ 0,09
1,0 0,39 0,39+ 0,14
2,0 0,59 0,61+ 0,12
3,0 0,71

4,0 0,79 0,81+ 0,10
6,0 0,89 0,87+ 0,06

dp: desvio padrao.

Considerando que o modelo prevé o equivalente a 1,214 (%, m/m), o teor maximo de 6leo
essencial extraido das folhas de pitangueira, no tempo de 2h, 3h e 4h seriam obtidos 59, 71 e
79% do total estimado (100%), respectivamente. Atraves da anélise da Tabela 5, € possivel
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prever que o ganho adicional de massa de 6leo essencial em funcéo do tempo de destilacéo na
52 e 62 hora torna-se pouco, em comparagdo com as primeiras horas.

O resultado obtido através da cinética de extracdo do Gleo essencial de E. uniflora
demonstrou que o tempo ideal para a extracdo deste 6leo é entre 2h e 3h, visto que, o ganho
adicional de massa de 6leo essencial em fungdo dos custos operacionais, que envolvem energia,
mao de obra e tempo de uso do equipamento séo dispensaveis, tornando esse intervalo de tempo
0 mais adequado para a extracdo do Gleo essencial de pitangueira (Figura 19 — b). Através da
andlise do gréfico da figura 19 — a onde existe uma comparacdo da massa de 6leo recolhida nos
diferentes tempos, fica evidente que a partir de 4h de extracdo a quantidade de 6leo essencial
extraido é muito baixa, indicando o esgotamento dos compostos no tecido vegetal (Nascimento
et al., 2020), corroborando os resultados de rendimento e evidenciando o tempo 6timo de
extracdo entre 2h e 3h.

O tempo em torno de 2 horas para a extragdo de 6leos essenciais em plantas aromaticas é
um periodo padronizado para diversos cultivares que tem como um dos produtos principais o
6leo essencial, como em alecrim Rosmarinus officinales (Chen et al., 2021), erva baleeira
Varronia curassavica e louro Laurus nobilis (Nascimento et al.,, 2020). Outras plantas
aromaticas apresentam um tempo ideal de 3 horas de hidrodestilagdo como a palmarosa
Cymbopongon martinii (Rajeswara Rao; Rajput; Patel, 2009), e alguns outros vegetais que
possuem altos teores de monoterpenos esse periodo de extracdo se torna menor, ficando em
cerca de 1 hora, como em erva cidreira Lippia alba (Glamo¢lija et al., 2011).

O periodo de extragdo de dleo essencial é extremamente importante para a industria,
estando diretamente relacionado ao custo de producao e valor do produto final, neste sentido, o
conhecimento de cinética de extracdo de 6leos essenciais é necessaria para o gerenciamento do
consumo de energia e mao de obra técnica, visando uma conciliagdo nos aspectos qualitativos
e econdmicos do produto final.

Na identificacdo dos compostos foram elucidados uma média de 74% dos componentes
quimicos do 6leo essencial, a analise quimica apontou um alto teor de sesquiterpenos,
compondo quase a totalidade do 6leo essencial de E. uniflora (97%), sesquiterpenos oxigenados
se destacaram em maior ocorréncia (57%). Os componentes majoritarios foram em média
Curzereno (37%), p-elemeno (8%) e Germacreno B (5%) (Tabela 6). O Unico monoteperno
encontrado no OE de pitanga foi o (Z)-f-Ocimeno (1,9%), extraido nos primeiros 30 minutos.
A andlise de sesquiterpenos apontou que nas amostragens de 2h os componentes principais
curzereno, p-elemeno e Germacreno B foram extraidos em percentuais altos (41%, 7,9% e
7,4%, respectivamente), e avaliando as extragdes mais longas de 6h observou-se uma baixa no
percentual desses componentes, sendo, curzereno com 22%, p-elemeno com 7,3% e
Germacreno B com 0,68%, como é possivel observar na tabela 6.

Com a caracterizacdo da composicdo quimica das amostras de 6leos nos seus respectivos
tempos, observou-se diferencas minimas nos constituintes do o6leo, sendo identificados
monoterpenos apenas no periodo de 30 minutos. A obtencdo de diferentes fracbes de dleos
essenciais € comum para algumas espécies onde o 6leo tem maior composicdo de
monoterpenos, como em diferentes espécies de zimbro (Juniperus virginiana, J. excelsa e J.
sabina) (Semerdjieva et al., 2019). Em E. uniflora devido a seu baixo teor em monoterpenos
encontrados no presente trabalho e fundamentado na literatura com porcentagens que variam
entre 0,5% e 8,6% (Stefanello; Pascoal; Salvador, 2011; da Costa et al., 2020), é possivel inferir
que a presenca abundante de sesquiterpenos faca com que ndo ocorra grandes variagdes na
composi¢do quimica deste 6leo em amostras coletadas nos diferentes intervalos de tempo.
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Tabela 6. Composi¢do quimica de amostras de do éleo essencial de E. uniflora isolados em
diferentes intervalos de tempo.

TR Substéncias identificadas Cl IRLc  IRLt Intervalo de tempo (h)
0,5 1 2 4 6
------------- Avrea relativa (%) --------------
13,65 Ocimeno <(Z)-p-> MH 1049 1032 1,9 - - - -
29,49 Elemeno <§-> SH 1335 1335 39 11 1,1 1,5 2,0
30,56 Elemeno <g-> SH 1391 1389 8,1 7,9 79 7,8 7,3
30,99 Cariofileno <(E)-> SH 1420 1417 4,1 39 4.4 54 6,2
32,70 Elemeno <y-> SH 1433 1434 2,9 1,4 1,6 1,9 2,1
33,04 Germacreno D SH 1484 1480 4,2 4,0 3,7 2,7 1,1
33,19 Viridifloreno SH 1494 1496 - - - - 3,4
33,25 Bicyclogermacreno SH 1499 1500 0,6 1,1 15 2,3 -
33,54 Curzereno SO 1499 1499 411 46,5 42,9 33,3 22,5
33,88 Germacreno A SH 1500 1508 0,5 2,6 0,4 0,9 -
35,05 Cadineno <¢g-> SH 1523 1522 - - - 75 1,8
35,67 Germacreno B SH 1565 1559 6,6 3.3 74 0,8 0,7
35,89 Espatulenol SO 1565 1577 1,6 3,2 1,3 1,3 2,3
36,12 Globulol SO 1587 1590 0,3 11 1,2 1,6 5,4
37,04 Ledol SO 1590 1602 0,9 0,7 1,0 1,5 1,2
37,80 Cadinol <g-> SO 1667 1652 - 1,2 3,2 3,7 1,9
Isobornil isobutanoato <8-
38,65 hydroxy-> SO 1641 1674 0,5 0,9 0,5 0,6 3,5
42,4 Furanodieno * SO 1672 1666 0,4 0,7 0,3 0,4 3,1
Acetato de khusinolina SO 1707 1823 0,5 13 1,7 3,2 4,5
Hidrocarbonetos de monoterpenos 1,9 - - - -
Monoterpenos oxigenados - - - - -
Monoterpenos totais 1,9 - - - -
Hidrocarbonetos de sesquiterpenos 309 253 28,0 30,7 24,5
Sesquiterpenos oxigenados 452 557 52,1 45,4 44,2
Sesquiterpenos totais 76,2 81,0 80,2 76,1 68,8
N&o identificados (NI) 219 190 19,9 23,6 28,8

CL: Classe quimica; TR: Tempo de retencéo; IRLc: Indice de retengdo linear calculado; IRLt: Indice de retencéo linear
tabelado; MH: Monoterpeno hidrocarboneto; SH: Sesquiterpeno hidrocarboneto; SO: Sesquiterpeno oxigenado.

Para além dos componentes majoritarios, os resultados demonstram o esgotamento dos
diversos sesquiterpenos menos expressivos de acordo com o tempo de hidrodestilagdo, como,
o-elemeno (3,9% para 2%), germacreno D (4,2% para 1,1%) e espatulenol (3,2% para 2,3%)
(Tabela 6). E possivel observar a nitida diminuicio de massa de 6leo essencial extraido nos
tempos de 4h que obteve uma média de 0,29 de 6leo coletado, e 6 horas com é massa média de
0,069 (Figura 18), demonstrando de fato que extragdes em longo periodo ndo séo estratégias
gue garantem melhores resultados em termos mercadoldgicos.

Se tratando da presenca de componentes quimicos, as amostras ndo apresentaram grandes
diferengas, no entanto, quando se analisa a quantidade desses compostos nos diferentes periodos
de tempo € possivel observar um decaimento nas concentracfes de varios sesquiterpenos
(Tabela 6). Destacam-se os componentes majoritarios, Curzereno, S-elemeno e Germacreno B
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que com 2h de extracdo apresentaram concentracoes de 41%, 7,9% e 7,4%, respectivamente, e
na sexta hora esses percentuais cairam para 22%, 7,3% e 0,68%. Essa diminuicdo nas
concentragfes dos constituintes do dleo essencial com o decorrer do tempo de destilagdo
demonstra o esgotamento dos componentes no tecido vegetal e pode alterar significativamente
as propriedades desse produto (Peng; Don; Tahrel, 2012).

Para além da discussdo envolvendo tempo e custo de operacdo do equipamento, ha de se
considerar a qualidade quimica do 6leo essencial em fungdo do tempo de destilacdo. Neste
contexto, as propriedades bioldgicas dependem da composicédo e, portanto, de acordo com a
destinacdo do Oleo essencial, este fator deve ser somar na hora de se decidir qual o melhor
tempo de extracdo, conforme tem sido relatado na literatura (Cavalcanti et al., 2015). O 6leo
essencial de pitanga apresenta uma rica composicdo de sesquiterpenos, média de 90%
(Rodrigues et al., 2013), substancias essas que necessitam de um tempo maior para serem
extraidas, como foi observado nos tempos de destilacdo, onde os principais sesquiterpenos
foram retirados em maior quantidade a partir da 12 hora.

O parametro de gasto energético no processo extrativo é importante de se destacar tanto
para a indUstria quanto para o meio académico. A busca por métodos de extragdo sustentaveis,
eficientes e com menos impactos ambientais conciliando com a diminuicdo de gastos sao
objetivos importantes para o uso da flora nativa e estdo sendo trabalhados em pesquisas
cientificas (Kusuma; Mahfud, 2018). Novas técnicas estdo sendo amplamente utilizadas no
meio académico visando aumentar a eficiéncia extrativa e diminuir impactos socioambientais,
como a hidrodestilacdo assistida por micro-ondas, que apresenta resultados mais eficientes que
0s métodos tradicionais (Megawati et al., 2019), no entanto, a implementacdo dessas novas
tecnologias em escala industrial encontra obstaculos logisticos e de investimento.

5.2 Diversidade quimica do 6leo essencial de pitangueira: Anélise quantitativa

Foi possivel descrever a variabilidade do teor (%, m/m) dos 6leos essenciais das folhas de
20 acessos de E. uniflora acessadas in situ. O que se encontrou foi uma elevada variagéo quanto
aos teores dos Oleos essenciais, de 0,28% a 3,5% (Figura 19). O espécime EU31 que obteve
maior rendimento percentual foi coletada no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ, e a
planta EU27 com menor rendimento foi coletada em Macaé, RJ. A média de rendimento entre
0s 6leos obtidos foi de 1,9%, a mediana foi de 2,2% e desvio padrdo de 0,98% (Figura 19).
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Figura 19. Descri¢do do teor (%, m/m) de 6leo essencial obtido das folhas de 20 espécimes de
pitangueira acessados no estado do Rio de Janeiro. Gréafico de Boxplot, a linha central
representa a mediana, a cruz representa a media, as barras indicam o desvio padrao e os circulos
o teor de 6leo essencial obtido dos 20 acessos investigados.

O célculo do teor méaximo e teor médio do 6leo essencial da populacdo de E. uniflora
estudada (3,5 e 1,9% m/m, respectivamente), demonstram resultados de rendimentos altos
quando comparados com a literatura (Figura 19). Cipriano et al., (2021) em estudo que avaliou
uma populacédo de pitangueiras no Parana encontraram variacdes de 0,22 a 1,68%, Sobeh et al.,
(2016) em um estudo realizado no Egito apontaram um rendimento de 1,27% e Melo et al.,
(2007) em andlises feitas com espécimes de pitanga na cidade do Rio de Janeiro apresentaram
rendimentos variando de 0,4% a 1,1%. Esses resultados sendo submetidos a uma comparacdo
com rendimento de outras plantas que apresentam o 6leo essencial com produto, também se
apresentam com 6timos rendimentos, como exemplo temos o capim limdo (Cymbopogon
citratus) que obtém cerca de 1,52% (Bassolé et al., 2011) de rendimento, hortelda (Mentha
arvensis) que varia de 0,3% a 1,2% de teor em diferentes cultivares, horteld pimenta (Mentha
piperita) que varia de 0,17% a 0,55% nos diferentes cultivares (Verma et al., 2010) e lavanda
que apresenta em torno de 2,6% de rendimento (Hossein et al., 2019).

Relacionando os rendimentos encontrados neste trabalho com espécies da familia
Myrtaceae temos algumas espécies de eucalipto com variacdes de 0,3% a 3%, Corymbia
citriodora (2,7%), Corymbia intermedia (0,25%), Corymbia maculata (2%) e Eucalyptus
andrewsii (3,2%), rendimentos relativos a 3 horas de hidrodestilagdo (Silou et al., 2009;
Filomeno et al., 2017). Dentro do género Melaleuca a produtividade de 6leo essencial tem
relativa expressividade e muita variacdo (0,06% a 2,8%) com destaque para Melaleuca
quinquenervia alcangando 3%(m/m) em uma extracdo de 7 horas (Ireland et al., 2002). Se
tratando do género Psidium, os rendimentos sao 0s mais baixos, com destaque para a goiabeira
(Psidium guajava) com variagdes de 0,17% a 0,54% em hidrodestilacdes de 4 horas (da Silva
de Souza et al., 2017).

Quando comparamos dentro do préprio género Eugenia encontram-se produtividades
variaveis, sendo algumas baixas como em Eugenia stipitata (0,7%), Eugenia pyriformis (0,4%)
e Eugenia brasiliensis (0,08% a 0,14%) (Apel et al., 2004; Siebert et al., 2015; Costa et al.,
2020), e outras espécies com rendimentos altos como em E. supraxillaris com variagdes de
2,4% a 2,8% (%v/m) (Aboutabl et al., 2011; Abdelhameed et al., 2023). Dentre a maioria dos
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resultados de rendimentos encontrados na literatura para as diversas espéecies apresentadas
nenhuma atinge a produtividade de 3,5% (m/m) encontrado em um dos espécimes coletado in
situ, essa comparacao evidencia que o resultado deste trabalho apresenta grande relevancia
tendo em visto o rendimento do individuo EU3L.

Durante o processo de extracdo foi possivel observar uma diversidade de cores para 0s
6leos essenciais de pitangueira, as quais foram identificadas por analise visual como marrom-
avermelhado, azulado, esverdeado, amarelo e translucido (Figura 20 — a). Realizando um
mapeamento das cores dos 6leos essenciais de acordo com os municipios de coleta nao foi
possivel estabelecer uma relacdo entre as duas variaveis em uma visdo geral, no entanto, para
0 municipio de Campos dos Goytacazes é visivel um certo padrdo entre rendimentos e cores
proximas (Figura 20 - b). Foi realizado o teste tukey com as médias de teor dos 6leos essenciais
agrupados pelas coloracGes e essa analise apresentou diferenca significativa (Figura 20 - c), é
possivel observar que os 6leos marrons avermelhados apresentaram o menor rendimento médio
significativamente diferente de grupos de dleos com outras coloragdes. Levando em
consideracdo as varidveis rendimento e municipio de coleta da espécie vegetal, o teste de
meédias ndo apresentou diferenca sign
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Figura 20. Oleos essenciais com diferentes cores (a). Mapa do Estado do Rio de Janeiro
associado a imagens dos frascos de coleta dos 6leos de E. uniflora (b). Gréafico com teor (%,
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m/m) de 6leo essencial em funcdo das cores observadas durante e apés a extracdo, as barras
representam a média do teor de Oleo essencial e as linhas no topo das barras representam o
desvio padrédo entorno da media, letras iguais representam resultado ndo significativo pelo teste
de Tukey (5%) (c). Grafico com teor (%, m/m) de 6leo essencial em funcdo dos municipios de
coleta (d).

Essa variedade de cores encontradas em espécimes de pitangueira neste trabalho
demonstra de forma visual a diversidade quimica intraespecifica de terpenoides. O resultado
que se destacou foi a diferenca estatisitica nas médias dos dleos de coloragdo marrom
avermelhado (Figura 21 — b), € possivel observar que esses 6leos apresentaram 0 menor
rendimento médio, ou seja, plantas que secretam terpendides com o aspecto desta cor, 0s
produzem em menor quantidade para E. uniflora, estabelecendo uma relacdo entre o baixo
rendimento e a cor do Gleo essencial para esse padrao.

A variacdo nos pardmetro de rendimento e coloragdo nos espécimes de E. uniflora
coletados em ambiente natural pode ser explicada pelo fato de estarem sobre diferentes pressdes
bidticas e abidticas, esses fatores podem alterar os parametros quantitativos e qualitativos dos
Oleos essenciais, que geram variacdes em consequéncia de condi¢bes edafocliméaticos como,
tipo de solo, clima, temperatura, pluviosidade, sazonalidade, herbivoria e competicdo, além de
cada individuo apresentar suas proprias cargas genéticas que podem se expressar de formas
diferentes (da Costa et al., 2020).

Aprofundando a analise na figura 20, é possivel observar uma grande variagdo em
rendimentos para plantas coletadas em ambientes proximos. Como exemplo temos as plantas
coletadas em S&o Francisco de Itabapoana, onde a EU41 apresentou um rendimento de 2,59%,
enguanto a planta EU42 coletado a apenas 1,1km de distancia apresentou rendimento de 0,43%,
esses dados corroboram a hip6tese de que essas plantas apresentam diferentes cargas genéticas,
visto que os fatores ambientes sdo muito semelhantes. E importante salientar que as plantas
coletadas em Campos dos Goytacazes obtiveram um visivel maior rendimento médio, inclusive
0 espécime EU31 de maior rendimento foi coletado neste municipio.

Um aspecto importante de se destacar € que a pitangueira apesar de apresentar essa
variacdo quimica evidente, é uma planta que sofre uma forte pressdo da urbanizacéo irregular,
gue ocupa espacos de restinga em todo o litoral do Rio de Janeiro, esse fendmeno antropoldgico
pode gerar uma possivel erosdo genética de E. uniflora (Clement et al., 1982). A erosao genética
pode ser tratada como um apagamento evolutivo de gendtipos com potencial biotecnolégico e
conservacionista, toda essa problematica perpassa a ldgica capitalista que cria formas de
transformar em bens de consumo o que seriam bens de livre acesso (Delwing et al., 2007).
Alguns fatores importantes para a erosdo genética sdao a perda de habitat, extrativismo,
competicdo com espécies exoticas e selecdo de cultivares (Delwing et al., 2007; Machado;
Machado; Nass, 2011).

5.3 Diversidade quimica do 6leo essencial de pitangueira: Analise qualitativa

Com o objetivo de elucidar a diversidade quimica dos 6leos essenciais dos diferentes
espécimes de pitangueira coletados no litoral norte do Rio de Janeiro, 0s componentes quimicos
foram identificados através de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-
EM), com o auxilio do tempo de retencéo de cada composto e os indices de retencdo calculados
e tabelados (Tabela 7). Todos esses dados foram importantes para direcionar a comparagao
entre os espectros de massa obtidos com os da literatura especializada (ADAMS, 2017). Os 20
o0leos essenciais foram elucidados em uma porcentagem media de substancias identificadas de
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95%. Dentre a riqueza de terpenoides encontradas no 6leo essencial de E. uniflora, os
sesquiterpenos foram os mais abundantes compondo uma média de 94% dos Gleos essenciais
analisados, com destaque para 0s sesquiterpenos oxigenados que representam uma média de
75% (Tabela 7).

Com a elucidacdo da composi¢do quimica dos 6Oleos essenciais de 20 acessos de E.
uniflora coletados no estado do RJ (Tabela 7), entre os aspectos qualitativos dos 06leos
destacam-se a baixa quantidade em monoterpenos, sendo uma caracteristica bem demarcada
em E. uniflora (Rodrigues et al., 2013; da Costa et al., 2020; Cipriano; Maia; Deschamps,
2021). Alguns pesquisadores encontraram quantidades relativamente maiores de monoterpenos
em Oleo essencial de pitangueira, como Ogunwande et al., (2005) que extraiu um dleo essencial
com 6% de monoterpenos, ja outros trabalhos como de Lago et al., (2011) encontraram menos
de 3% de monoterpenos no 6leo essencial das folhas de pitanga, o presente trabalho corrobora
com esses resultados pois apresentou uma média de 1% de monoterpenos totais na composicédo
dos 0leos essenciais analisados.

Os resultados obtidos evidenciam a diversidade de sesquiterpenos oxigenados no 6leo
essencial de pitanga, ademais, dois componentes se destacaram com altos percentuais em 17 e
18 das 20 amostras analisadas, os sesquiterpenos selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido, foram as substancias mais abundantes nos 6leos essenciais de E.
uniflora, variando de 4,1% (EU27) a 51% (EU31) e de 1,4% (EU42) a 46% (EU39),
respectivamente. E vélido destacar que o dleo essencial de maior rendimento também foi o 6leo
essencial com maior proporcao percentual de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona.

Além dos componentes selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e sua versdo epoxi, 0s sesquiterpenos
curzereno, germacreno B e espatulenol tiveram altos teores nos 6leos essenciais em que eram
constituintes. O curzereno apesar da baixa frequéncia de 20%, apresentou um teor médio de
36,5%, e com uma grande expressdo no 6leo EU25 (59%); germacreno B e espatulenol que
foram identificados com uma alta frequéncia (80% e 95%, respectivamente) obtiveram um teor
médio de 7% e 6%, respectivamente. Outros sesquiterpenos com frequéncias expressivas porém
sem grande representatividade em termos de teor foram: S-elemeno, (E)-cariofileno, y-elemeno
e germacreno-D, com frequéncias de 85%, 75,%, 75% e 70%, respectivamente, e seus
rendimentos médios ndo passaram de 3% para nenhum desses compostos.

Monoterpenos foram escassos nos Oleos essenciais analisados, com baixissimas
frequéncias e rendimentos. O Unico monoterpeno importante de se destacar € o linalool, que é
amplamente associado a atividades bioldgicas, no entanto seu teor ndo chegou a 2% nos 6leos
em que 0 mesmo estava presente.

O principal componente encontrado em alto teor e alta frequéncia na populacéo estudada
foi o selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, sesquiterpeno amplamente identificado no 6leo essencial de
pitangueira com percentuais variados, 17,8% (Ogunwande et al., 2005), 29% (Cipriano; Maia;
Deschamps, 2021), em alguns casos 0s percentuais sdo baixissimos, 0,3% (da Costa et al., 2020)
e 0,24% (Rodrigues et al., 2013). Stefanello (2011), aponta que selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
juntamente com sua versdo epOxi sdo componentes majoritarios em grande parte dos 6leos
essenciais de E. uniflora, juntamente com furanodieno. Tendo um olhar mais criterioso com o
resultado encontrado no 6leo EU31 que foi classificado como um quimiotipo selina-1,3,7(11)-
trien-8-ona/ selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido e que obteve o expressivo rendimento de
3,5%, esses resultados destacam o especime com parametros qualitativos e quantitativos
melhores no estudo e serve como um individuo exemplo para fomentar potencial biotecnoldgico
para futuros trabalhos.

Esse padrdo de alto teor desses compostos em plantas localizadas em diferentes
municipios sofrendo pressdes ambientais diversas, destaca que o fator genético pode influenciar
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na expressdo das enzimas que integram as vias de sintese dos sesquiterpenos, o que pode
explicar o teor tdo alto de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (51%) no 6leo essencial da planta que
obteve 0 maior rendimento e a diversidade dos 51 compostos elucidados nas 20 plantas

analisadas.
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Tabela 7. Composicéo quimica do 6leo essencial de folhas de E. uniflora acessados em diferentes localidades no estado do Rio de Janeiro.

Substancias identificadas IRLc 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3B 36 37 38 39 40 41 42
Area relativa (%)
Mirceno MH 992 - 2,6 - - - - 047 - - - - - - 10 03 - - - 0,7 -
Linalool MO 1107 - - - - - - - - 0,5 - - 0,5 - 1,8 1,0 - - 0,8 - -
Cymeno <p-> MH 1028 - 2,1 - - - - - - - - - 1,06 - - - - - - - -
Ocimeno <(E)-g-> MH 1050 - 1,5 - - - - 04 - - - - - - - 0,5 - - - - -
Patchenol <(E)-> MO 1331 - - - - 2,5 - - - - - - - - 19 - 2,3 - - - 3,3
Elemeno <p-> SH 1392 61 74 59 24 - 31 21 16 25 22 28 19 22 - 23 15 28 19 37 -
Cariofileno <(E)-> SH 1422 76 79 - - 36 19 - 07 17 16 26 12 06 23 13 - - 28 18 8,3
Elemeno <y-> SH 1435 - 15 59 07 - 22 06 05 o6 08 10 08 13 - 0,8 - 08 13 09 -
Cariofileno <9-epi-(E)-> SH 1465 - - 41 - 11 - - - - 0,4 - - - - - - - - - -
Aromadendreno <allo-> SH 1464 - - 2,4 - 138 17 05 - - - - 0,5 - 14 - 9,5 - 0,7 - 17,0
Aromadendreno SH 1465 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Germacreno D SH 1486 - 4,2 - 1,2 - 0,7 09 - 1,1 04 19 17 17 - 14 20 16 05 18 -
Selineno <4-> SH 1493 - 3,0 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ledeno SH 1495 - - - - - 1,4 - - - - - - - - - - - - - -
Bulneseno <o-> SH 1495 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Viridifloreno SH 1496 - - - 1,3 - 14 11 - - 10 15 14 - - 0,8 - - 22 11 -
Bicyclogermacreno SH 1500 - - - 3,1 - 21 19 04 09 10 41 64 23 - 2,1 - 08 51 - -
Curzereno SO 1503 34,3 278 59,0 - - - - - - - - - - - - - - - 251 -
Amorpheno <a-> SH 1504 - - - - 2,9 - - - - - - - - - - - - - - -
Muuroleno <a-> SH 1518 - - - - - - - - - - - - - 3,2 - 1,9 - - - 1,3
Amorpheno <y-> SH 1519 - - - - 2,2 - - - - - - - - - - - - 1,3 - -

Continuagdo da tabela 8...
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Cadineno <o->

Amorpheno <¢->
Germacreno A

Germacreno B

Espatulenol

Oxido de cariofileno
Globulol

Viridiflorol

Ledol

Copaen-4-a-ol <f->
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
Aromadendreno epoxido <allo->
Cadinol <epi-a->

Muurolol <epi-a->

Cadinol <a->
Selin-11-en-4-a-ol
Mayurona

Atractylona
Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-
ol

Amorpha-4,9-dien-2-ol
furanodieno*

Germacrona
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido
Acetato de khusinolina

SH
SH
SH
SH
SO
SO
SO
SO
SO
SO
SO
SO
SO
SO
SO
SO
SO
SO

SO

SO
SO
SO
SO
SO

1524
1525
1567
1567
1590
1592
1597
1607
1606
1638
1643
1648
1657
1660
1672
1674
1675
1675

1691

1699
1710
1711
1763
1885

80 197
63 20
- 16
- 16
116 -
36 49
25 -
- 25

4,6
11

41

44
0,8
9,2

4,4
0.9
13
0,7

5,6

42,4 348

0,4

0,3

0,7 -
08 53
41 04
3,7 -
0,5 -
43,6 51,7
05 05
15 05

354 3,8 329 447 394 332

6,6

0,3
42,1

8,3
0,8

0,9
0,9

43,5

31,7

- - 83

- - 10
61 137 -
11 05 151

- - 09
12 - -
10 - -

- - 29
36,9 452 7,1

- - 40

- - 140
03 - -

- 0,8 -
372 309 43

0,3
59
0,5

04

0,3

40 -

- 16

- 60
150 05
106 -
142 382
20 -
18 -
14 -
58 -

- 04

4,3
1,5

0,6

13

29,7

396 14,1 46,1 435

- 4,0
6.8 -
08 303

- 5,2

- 50
37,7 -

- 23

- 4,0

- 44
08 -
1,7 -
12,6 14

Continuag&o da tabela 8..



Hidrocarbonetos de monoterpenos
Monoterpenos oxigenados
Monoterpenos totais
Hidrocarbonetos de sesquiterpenos
Sesquiterpenos oxigenados
Sesquiterpenos totais

Total

N&o identificados (NI)

21,7
78,3
100
100

6,1
6,1
42,7
40,2
82,9
89
11,0

26,5
73,5
100
100

13,2
85,9
99,1
99,1

2,5
25
32,6
48,8
81,5
84,0

154
80,2
95,7
95,7

10 160 43

0,9
0,9
12,7
83,8
96,5
97,4
2,6

4,7 120
93,1 864
979 984
97,9 98,9

21

0,5
0,5

11

8,24
89,6
97,8
97,8
2,2

23,0
77,0
100
100

1,06
0,5
1,6

19,9

71,7

97,6

99,1
0,9

21,8
77,3
99,1
99,1
0,8

1,0
1,8
2,8
27,8
46,2
74,0
76,8

0,8
1,0
18
6,6
90,0
96,6
98,4

2,3
2,3
19,0
64,9
83,9
86,2

13,6
85,3
98,9
98,9

231 16 139 12

0,8
0,8
20,9
77,6
97,5
98,3
1,7

0,7
0,7
9,2
85,4
94,6
95,3
4,7

33
3.3
30,6
52,6
83,2
86,5
13,0

CL: Classe quimica; IRLc: Indice de retencéo linear calculado; MH: Monoterpeno hidrocarboneto; MO: Monoterpeno oxigenado; SH: Sesquiterpeno hidrocarboneto; SO: Sesquiterpeno

oxigenado.
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Se tratando da riqueza dos sesquiterpenos elucidados nos o6leos essenciais de E.
uniflora, as maiores frequéncias de componentes nas amostras foram f- Elemeno, selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona, selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido, germacreno B, espatulenol e
(E)-cariofileno. Realizando uma restri¢cdo foram selecionadas substancias com teor de 5%
em pelo menos um dleo essencial e/ou 40% de frequéncia, das 50 substancias
identificadas inicialmente com a restricdo foram selecionadas 21 substancias mais
representativas (Tabela 8).

Tabela 8. Principais substancias encontradas nos 6leos essenciais Eugenia uniflora.

Principais Substancias® Conc. (,%2 Ni® Fr(%)*
min-max
Espatulenol 0,39 - 30,25 19 95
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido 1,4 -46,12 18 90
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 4,04 - 51,69 17 85
Elemeno <f4-> 1,52-7,35 17 85
Germacreno B 0,76 - 19,74 16 80
Cariofileno <(E)-> 1,15-7,86 15 75
Elemeno <y-> 0,54 - 5,90 15 75
Germacreno D 0,54 - 4,16 14 70
Bicyclogermacreno 0,41-6,41 12 60
Germacreno A 0,27 - 8,3 5 25
Germacrona 0,3-329 8 40
Viridifloreno 0,81-2,22 8 40
Curzereno 25,07 - 59,04 4 20
Aromadendreno <allo-> 0,49-171 9 45
Oxido de cariofileno 0,87 - 6,02 5 25
Cadinol <a-> 4,41 - 13,96 4 20
Furanodieno 1,72-5,75 4 20
Copaen-4-a-ol <f-> 2,89 - 10,59 3 15
Amorpheno <4-> 0,96 - 10,65 3 15
Atractylona 0,77 - 7,93 2 10
Cadineno <o6-> 4.03-8,25 2 10

Dados apresentados considerando restri¢do de 5% em pelo menos um dos 6leos essenciais e/ou com frequéncia
(Fr%>40%). Também foram omitidas desta tabela as substancias nédo identificadas e co-elui¢des. 2Minimo —méaximo
em 20 acessos distintos de pitangueira. Frequéncia sabsoluta e srelativa.

Os compostos mais abundantes tiveram variados teores, como séo observados nos
gréaficos boxplot abaixo (Figura 21). Dentre esses sesquiterpenos que apresentam
frequéncias iguais ou maiores que 80% estdo selina-1,3,7(11)-trien-8-ona que tem maior
teor no 6leo essencial EU31, selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido com alto teor no EU39,
espatulenol com alto teor no EU42, Elemeno <f-> e germacreno B com maiores teores
em EU24. Com o auxilio visual dos gréaficos fica evidente que a substancia selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona obteve uma distribui¢cdo mais uniforme, enquanto sua versao epoxi
se distribuiu com teores mais variados entre os 6leos essenciais.
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Figura 21. Analise descritiva das substancias de maior frequéncia e concentracéo, a linha
central representa a média, as barras indicam o desvio padrdo e os circulos sdo as
concentracdes dos compostos. Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (A); selina-1,3,7(11)-trien-8-
ona epoxido (B); espatulenol (C); germacreno B (D); curzereno (E); elemeno <B-> (F).

O sesquiterpeno curzereno € um componente marcante no 6leo essencial de E.
uniflora, e sua baixa frequéncia nos individuos estudados foi fora do comum (Tabela 8),
alguns pesquisadores obtiveram 6leos com grandes percentuais deste composto como
Rodrigues et al., (2013) que obteve curzereno a 47%. Da Costa et al., (2020) extrairam
6leos essenciais com altos teores de curzereno em diferentes estagdes do ano, chegando
a passar dos 50% em colheita e extracdo no més de agosto, inicio do periodo reprodutivo
da planta.

E valido destacar que o curzereno encontrado em diversos 6leos essenciais de
pitanga € produto de rearranjo por uma reacao sigmatropica, conhecida como rearranjo
de Cope que ocorre no sesquiterpeno furanodieno no momento da anélise quimica na
rampa de aquecimento do equipamento de cromatografia gasosa. O rearranjo ocorre a
partir do aquecimento a 200°C, esse processo tambeém ocorre com 0 sesquiterpeno
oxigenado germacrona que pode sofrer rearranjo para f-elemenona e germacreno B que
pode sofrer rearranjo térmico para y-elemeno (Baldovini; Tomi; Casanova, 2001; dos
Santos, 2016), no entanto, nas analises deste trabalho a germacrona foi encontrada em
seis Oleos essenciais analisados e em nenhum 0leo obteve-se presenga de f-elemenona.
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A principal hipotese levantada com base na literatura € que o curzereno encontrado em
altos percentuais nos Oleos essenciais EU23, EU24, EU25 e EU41 sdo produtos do
rearranjo de Cope que ocorreu no furanodieno, e para a germacrona esse rearranjo nao
aconteceu (Chang et al., 2011).

Através dos graficos de boxplot é possivel observar também que algumas
substéncias, como espatulenol, germacreno B, elemeno <f-> estiveram presentes em
grande parte dos 6leos essenciais sendo substancias com constancia em E. uniflora, porém
em baixas concentragdes. Esses compostos sdo recorrentes neste Oleo essencial
apresentando variagdes baixas em seus percentuais (Rodrigues et al., 2013; da Costa et
al., 2020; Cipriano; Maia; Deschamps, 2021).

Com a realizacdo da anélise de dominancia descrita por Nascimento et al. (2020)
foi possivel separar os espécimes em 5 quimiotipos definidos e um grupo misto (Tabela
9), sendo o grupo mais expressivo, o quimiotipo Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona/ Selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido estando presentes em 12 plantas (EU26, EU28, EU29,
EU30, EU31, EU32, EU33, EU34, EU35, EU37, EU39 e EU40). Todos 0s outros grupos
definidos apresentaram apenas um representante, sendo o quimiotipo curzereno composto
pelo EU25; quimiotipo Curzereno/ Germacreno B composto pelo EU24; quimiotipo
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona/ Curzereno composto pelo EU41; quimiotipo Espatulenol/
allo-Aromadendreno composto pelo EU42. Além dos quimiotipos definidos, a analise de
dominéncia apontou um grupo indefinido com os 6leos EU23, EU27, EU36 e EU38.

Tabela 9. Quimiotipos elucidados dentro da populacao estudada de E. uniflora do
litoral norte do Rio de Janeiro.

Quimiotipos* Tipo Plantas

Curzereno A EU25 (59%).
Curzereno/ Germacreno B A/B EU24 (28%, 20%).
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona/ Curzereno AlB EU41 (38%, 25%).
Espatulenol/ allo-Aromadendreno A/B EU42 (30%, 17%).
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona/ Selina- A/B EU26 (47%, 35%), EU28 (42%, 33%),

EU29 (35%, 45%), EU30 (44%, 39%),
EU31 (52%, 33%), EU32 (36%, 42%),
EU33 (43%, 32%), EU34 (37%, 37%),
EU35 (45%, 31%), EU37 (41%, 40%),
EU39 (38%,46%), EU40 (30%, 43%).
Misto EU23, EU27, EU36, EU38.

1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido

*Critério de dominancia: A: se A>2B e A >25%; A-B:se B> 15% ¢ B >2C; A-B-C se C > 10% e C > 2D, Misto: se
nenhuma op¢&o for atendida.

A definicdo dos quimiotipos apontou 5 grupos bem definidos, sendo 1 quimiotipo
mais expressivo agrupando onze individuos analisados e outros 4 grupos contendo apenas
um individuo cada (Tabela 9). S8o escassos os estudos relacionados a diversidade
quimica e elucidacdo de quimiotipos com E. uniflora, mas alguns trabalhos relatam a
presenca de polimorfismo quimico intraespecifico em certas regifes do Brasil, como uma
pequena populacdo estudada no Para que apresentou 4 quimiotipos (Figueiredo et al.,
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2019) e 36 genotipos estudados no Parana que se agruparam em 6 grupos quimicos
(Cipriano; Maia; Deschamps, 2021), nestes trabalhos foram observados destaques em
grupos quimicos contendo curzereno.

Segundo a literatura, existe uma discussdo em que a cor do fruto pode influenciar
no tipo quimico do dleo essencial extraido das folhas, Costa et al., (2010) encontraram
diferentes quimiotipos de acordo com a cor do fruto de cada planta, no respectivo trabalho
0 quimiotipo contendo selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e sua versao epoxido possuia fruto na
vermelho-alaranjado, e no presente trabalho as plantas frutificadas com frutos alaranjados
foram elucidados como o quimiotipo Selina.

Utilizando-se uma grande restricdo de teor de 15% em pelo menos um Oleo
essencial e/ou frequéncia de 70%, foram selecionados 10 componentes majoritarios, e
através dessa base de dados foram produzidos gréaficos de rosca coloridos para a formacéao
de agrupamentos por analise visual dos arranjos quimicos (chemoarrays). A analise visual
delimitou trés grupos definidos e um grupo misto (Figura 22). O agrupamento destacado
na figura 22—c foi formado pelos exatamente 12 éleos essenciais do quimiotipo selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona/ selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido, com a analise de arranjos
quimicos fica nitida a dominéncia dessas duas substancias nos o6leos essenciais
supracitados, somente elas compdem mais de 70% da totalidade identificada, destacando
esse quimiotipo como o mais expressivo do presente trabalho.

(a) (b)
» f-Elemeno
(£)-Caniofileno
m ~Elemeno

®m  Allo-Aromadendreno

®  Germacreno D

wm  Curzereno

® Cermacreno B

®  Espatulenol

®  Sclina-1,3,7(11 )-tricn-8-ona

®  Sclina-1.3,7(11 }-trien-B-ona epoxido

Qutros

>
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Figura 22. Agrupamento por analise visual dos arranjos quimicos (chemoarrays). As
cores representam as 10 substancias com maiores concentragdes, sendo maior que 15%
em pelo menos um 6leo e/ou 70% de frequéncia (a); graficos de rosca organizados em
ordem de coleta das plantas (b); grupos formados por similaridade de substancias (c),
(d) e (e); grupo misto sem similaridade visual (f).

o CC

Com base no método UPGMA que se utiliza do calculo da distancia euclidiana foi
possivel gerar um dendrograma (Figura 23). Para garantir a veracidade da representacdo
em dendrograma foi realizado o teste de coeficiente de correlacdo cofenética resultou em
uma alta correlagdo com 0,94%, a 1% de probabilidade pelo teste de Mantel baseado na
correlacdo de Pearson, garantindo confiabilidade no grafico gerado a partir da base de
dados.
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Figura 23. Andlise de agrupamentos hierérquicos, dissimilaridade quimica, pelo método
UPGMA e baseado na distancia Euclidiana estimado entre variaveis independentes (20
6leos essenciais) e dependentes (20 substancias quimicas). Os gréficos de rosca coloridos
representam os 6leos essenciais de cada uma das 20 plantas acessada in situ e as cores a
proporc¢do de cada uma das 10 substancias majoritarias em relagdo ao total. A linha azul
tracejada representa o ponto de corte 6timo com base no método KGS e os algarismos
ardbicos (1-5) representam o0s grupos similares. As cores dispostas nas linhas do
dendrograma representam a legenda das substancias majoritarias identificadas por cores.

Também foi realizado por meio do algoritmo de Kelley-Gardner-Sutcliffe
(Kelley et al., 1996) o nimero de grupos 6timos, para verificar quantos grupos
estaticamente distintos seriam formados. Com base nesse algoritmo, foi possivel
distinguir a formagéo de cinco grupos distintos (Figura 23). E possivel analisar que a
formacdo dos 5 acompanhou de forma semelhante com leves mudancas a analise dos
quimiotipos elucidados na tabela 9, os grupos se definiram da seguinte forma: grupo 1)
EU25, individuo coletado em Rio das Ostras, sendo 0 quimiotipo curzereno; grupo 2) o
grupo mais expressivo composto por EU33, EU30, EU41, EU34, EU40, EU35, EU31,
EU39, EU28, EU32, EU26, EU29 e EU37, sendo 12 quimiotipos selina-1,3,7(11)-trien-
8-ona / selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido e o EU41 sendo o quimiotipo Selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona/Curzereno; grupo 3) EU23 e EU24, ambos coletados em Rio das
Ostras, sendo categorizados como grupo quimico misto e Curzereno/ Germacreno B,
respectivamente; grupo 4) EU27 e EU42, coletados nos municipios de Macaé e Sao
Francisco de Itabapoana, respectivamente, sendo um individuo categorizado no grupo
misto e quimiotipo Espatulenol/ allo-Aromadendreno, respectivamente e por fim grupo
5) EU36 e EU38, coletados em Sdo Jodo da Barra e Sdo Francisco de Itabapoana,
respectivamente, sendo ambos classificados no grupo misto.
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A analise visual de arranjos quimicos (Figura 22) e o agrupamento hierarquico pelo
método UPGMA (Figura 23) corroboram a unido do grupo de 12 éleos essenciais do
quimiotipo selina-1,3,7(11)-trien-8-ona/ selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido, esse
resultado é importante pois apresenta ao estudo académico focado nessa planta um novo
quimiotipo com grande expressividade no Estado do Rio de Janeiro. Existem poucas
informacdes sobre esses componentes quanto sua importancia para a diversidade de
pitangueira e também em questbes de atividade biologica, Amorim et al., (2009)
trabalhou com um 6leo essencial contendo alto teor de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e
versdo epoxi, o foco estudo foi testar a atividade antioxidante destes sesquiterpenos e o
resultado foi negativo.

O conjunto de multiplas analises que apresentaram 0s mesmos resultados de
agrupamentos levando em consideragdo diferentes parametros garantem confiabilidade
nos resultados apresentados. Foi proposto também uma analise de componentes
principais (PCA), no entanto, devido a grande quantidade de out-liers na base de dados a
proporcdo acumulativa concentrou mais de 70% apenas na PC5, deixando inviavel o uso
desta tecnica analitica.

Outro destaque dentro dos quimiotipos encontrados é o tipo quimico curzereno
(59%), sendo um resultado que corroboram dentro dos estudos de perfil e diversidade
quimica com pitangueira em outras partes do Brasil. O curzereno é amplamente
encontrado no 6leo essencial de E. uniflora, em altas concentracfes (Gongalves et al.,
2021). O trabalho de Costa et al. (2020), avaliando espécimes de E. uniflora do Para de
acordo com as estacdes do ano apontou uma grande concentracdo de curzereno durante o
ano inteiro, com maior expressdo dessa substancia nos meses de floragdo (53%), em
pesquisa desenvolvida no Maranhdo a pitangueira apresentou 47% de curzereno em seu
6leo essencial (Rodrigues et al., 2013). Um outro fator que evidencia que esse é um
importante resultado foi o rendimento de 2,4% do espécime EU25 (Quimiotipo
curzereno) sendo, maior que a média da populacao estudada.

Embora, os resultados deste trabalho sejam provenientes de uma amostra de 20
plantas acessadas em uma regido restrita ao litoral norte do estado do Rio de Janeiro, o
resultado em si ja é um excelente indicativo de diversidade intraespecifica para a espécie
estudada. Os ineditismos nos quimiotipos de E. uniflora como esses supracitados sdo
importantes na pesquisa académica, pois abre novas perspectivas no estudo com plantas
medicinais nativas, além auxiliar no fundamento cientifico para a conservacéo, utilizando
sustentavel e valorizacdo da nossa flora.

5.4 Atividade biologica contra fungos de interesse agricola

Objetivando avaliar atividade bioldgica contra fungos de importancia agricola
foram realizados seis experimentos com cinco diferentes quimiotipos de E. uniflora em
duas especies distintas de fungos, sendo o Colletotrichum gloeoporioides e Pestalotia sp..
Com os resultados foi possivel observar capacidade inibitdria dos 6leos essenciais de
todos os quimiotipos (Figura 24), nos experimentos contra C. gloeosporioides os 6leos
EU31 e EU25 apresentaram diferenca significativa com os tratamentos de testemunha e
controle (-) a partir da concentracdo de 0,1 mg/mL, enquanto com EU42 a diferenca
estatistica foi observada a partir da concentracdo mais baixa testada (0,05 mg/mL). Nas
maiores concentracdes a inibi¢cdo do crescimento do micelial foi extrema, sendo igual
significativamente ao controle (+) composto pelo fungicida sistémico Folicur (Figura 24
—a,C,e).
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Nos experimentos com o fungo Pestalotia sp. a inibicdo foi ainda mais eficiente
com os trés 6leos essenciais testados tendo diferenca significativa com o controle (-) na
concentracdo mais baixa de 0,05 mg/mL. Os trés quimiotipos testados também
promoveram inibi¢do significativamente iguais ao controle (+) em concentragdes
baixissimas a partir de 0,4mg/mL (Figura 24 —b, d, ).
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Figura 24. Gréaficos de barras de experimentos de atividade biol6gica em fungos de
interesse agricola com tratamentos de diferentes quimiotipos de E. uniflora. Quimiotipos
EU31, EU42 e EU25 contra C. gloeosporioides (a, ¢, €); quimiotipos EU31, EU24 e EU28
contra Pestalotia sp. (b, d, f). As barras representam as médias e as linhas acima das
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barras representam o desvio padrdo, letras diferentes indicam diferenca estatistica (teste

Tukey).

A partir dos dados das areas do crescimento micelial dos fungos, os valores foram
convertidos em porcentagem de inibicao para estabelecer graficos de regressao, a partir
destes dados foi feita uma analise e célculo da concentracdo inibitoria de 50% (CI50).
Nos experimentos com C. gloeosporioides foram calculados CI50 baixos para todos 0s
6leos essenciais, com destaque para EU31 apresentando a CI150 = 0,06 mg/mL (Figura 25
—a). Nos experimentos com Pestalotia sp. as C150 foram ainda menores, tendo o 6leo
EU24 a menor CL50 = 0,01 mg/mL (Figura 25 —d).
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Figura 25. Curva de dose-resposta utilizando modelo estatistico ndo-linear com a
finalidade de estabelecer a concentracdo de 6leo essencial necessario para inibir o
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crescimento dos fungos em 50% (CI50). Quimiotipos EU31, EU42 e EU25 contra C.
gloeosporioides (a, c, e); quimiotipos EU31, EU24 e EU28 contra Pestalotia sp. (b, d, f).

Todas as analises de potencial antifiingico apresentaram ajuste do R? satisfatorio
(>0,85) e através de uma analise visual de amostras das placas com os diferentes
tratamentos apos 5 dias de incubacao observou-se que para o fungo C. gloeoporioides 0s
6leos testados (EU31, EU42 e EU25) promoveram um efeito fungistatico, ou seja, ndo
matando o fungo por completo, e contra o fungo Pestalotia sp. o efeito foi fungicida a
partir da concentracdo 0,1mg/mL para todos os quimiotipos (EU31, EU24 e EU28) de
o0leo essencial testados (Tabela 10), demonstrando uma maior suscetibilidade deste fungo
para os 0leos essenciais da folha de pitanga.

Os resultados obtidos nos experimentos com o0s fungos C. gloeosporioides e
Pestalotia sp. demonstraram grande capacidade inibitoria dos quimiotipos de E. uniflora
testados (Figura 25). Alguns trabalhos apontam o potencial antifngico de componentes
do metabolismo especial da pitangueira, como o extrato alcodlico das folhas dessa planta
que apresentaram atividade inibitoria contra o fungo dermatéfito Trichophyton rubrum
em uma concentracdo de 500 pg/mL (Hasimoto e Souza et al., 2002). Taninos, acido
galico e polifendis como catequinas presentes nesta espécie também possuem um efeito
inibitério moderado contra fungos de interesse médico do género Candida sp. (Ferreira
et al., 2020).

Se tratando do 6leo essencial e atividade bioldgica contra fungos, sdo poucos 0s
trabalhos explorando esse potencial na espécie. Algumas pesquisas mostram que o 6leo
essencial de E. uniflora rico em selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e selina-1,3,7(11)-trien-8-
ona epoxido (36% e 27%, respectivamente) ndo apresentaram atividade biol6gica viavel
contra Candida spp. (dos Santos et al., 2018), em um dos poucos estudos da literatura
sobre o efeito desse 6leo em fungos de importancia agricola a pesquisadora Marques
(2014) utilizando 6leo essencial rico em selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e sua versao epoxi
fez testes em Sclerotinia sclerotiorum que causa 0 mofo branco em feijao preto, e 0s
resultados foram positivos apresentando uma inibicdo de mais de 60% a uma
concentracdo de 2.500ppm. A literatura evidencia que a acdo de 6leos essenciais com
perfis quimicos semelhantes é negativa em fungos patogénicos em humanos e positiva
em fungos fitopatogénicos, os resultados encontrados com testes feitos utilizando o
quimiotipo selina-1,3,7(11)-trien-8-ona/ selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido (EU31)
corroboram o que é observado nas pesquisas académicas.

Outros quimiotipos também obtiveram resultados positivos, como o quimiotipo
curzereno/ germacreno B (EU24) que apresentou CI150%=0,01 mg/MI (Figura25—-d)ea
literatura aponta efeito inibitério moderado do 6leo essencial de pitanga com alta
concentracdo de curzereno (43%) em fungos leveduriformes (Costa et al., 2010), o
quimiotipo curzereno (EU25) encontrado no presente trabalho em apenas um o0leo
essencial é relativamente comum quando comparado a literatura, apesar disso o curzereno
é constantemente elucidado nesta espécie em concentracdes medias e altas (Sobeh et al.,
2016; da Costa et al., 2020), quando entram na comparagdo 6leos essenciais de outras
plantas com presenca de curzereno pode-se destacar Curcuma longa que apresenta
curzereno e possui atividade inibitoéria contra fungos fitopatogénicos dos géneros
Fusarium spp. Cladosporium sp. e Colletotrichum sp (Chen et al., 2018), € importante
salientar que ndo necessariamente é o curzereno que garante o efeito fungicida devido ao
oleo essencial apresentar uma natureza quimica complexa.

Avaliando o quimiotipo espatulenol/ allo-aromadendreno (EU42) que também se
destacaram nos testes com fungos (Figura 25 — c) é possivel associar esses componentes
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majoritarios como os principais contribuintes na atividade bioldgica, no entanto, ndo
existem estudos que avaliem esses sesquiterpenos isolados. Todos os resultados positivos
quanto a capacidade inibitoria dos quimiotipos de E. uniflora abrem uma gama de
oportunidades de pesquisas aprofundadas nessa espécie, o que valoriza nossa flora nativa,
garante forca de conservacdo para nossos ecossistemas e amplia possibilidades de
implementacBGes biotecnoldgicas. Apesar disso, quando se leva em consideragcdo
composicdo quimica, atividade biologica e rendimento de 6leo, o individuo EU31
apresentou um melhor resultado em todos esses pardmetros, sendo o 6leo essencial e
quimiotipo a amostra que obteve os melhores resultados em termos gquantitativos,
qualitativos e de potencial biotecnoldgico na presente pesquisa.
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Tabela 10. Concentracdo necessaria de 0leo essencial para inibir o crescimento dos fungos em 50% (C150) .

Quimiotipo Fungo CI50 R?2  GLP SQ°
(mg/mL)

EU31 - Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona / Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido C.gloeosporioides 0,06606 09288 31 2215
EU42 - Espatulenol / allo-Aromadendreno C.gloeosporioides 0,08882 0,8821 33 2716
EU25 - Globulol C.gloeosporioides 0,07463 09152 31 3032
EU3L1 - Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona / Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido Pestalotia sp. 0,04633 09816 33 7448
EU24 - Curzereno / Germacreno B Pestalotia sp. 0,009740 09740 33 9821
EU28 - Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona / Germacrona Pestalotia sp. 0,03412 09863 33 5451

a — coeficiente de determinacdo. b — Graus de liberdade. ¢ — Soma dos quadrados
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6. CONCLUSAO

O experimento de cinética de extracdo do Oleo essencial de Eugenia uniflora
apontou um tempo 6timo de extracdo entre 2h e 3h, nesses tempos sao coletados 49% e
59% do total de 6leo essencial estimado, respectivamente. A delimitacdo do tempo 6timo
de hidrodestilacdo é uma informacdo importante que visa a otimizacdo do gasto
energético, mdo de obra e uso dos equipamentos.

Avaliando os 6leos essenciais dos espécimes coletados in situ, o calculo de
rendimento apontou uma variacdo de 0,28% (EU27) a 3,49% (EU31), e uma média de
1,9%. Esses resultados experimentais se fundamentam na literatura e o maior rendimento
é inédito, garantindo fundamento cientifico para o potencial biotecnolédgico inexplorado
nessa espéecie. Através das analises quimicas foi possivel identificar 50 componentes nos
Oleos essenciais, dentre esses 21 compostos foram mais expressivos em concentracao e
frequéncia. Os sesquiterpenos oxigenados foram majoritarios com destaque para selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona e selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido.

A elucidacdo de quimiotipos evidenciaram 5 grupos quimicos bem definidos com
destaque para o quimiotipo selina-1,3,7(11)-trien-8-ona/ selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
epoxido com 12 Oleos representantes. A analise visual de arranjos quimicos
(chemoarrays) apontou o mesmo grupo de 12 Oleos em destaque e a analise de
agrupamentos hierarquicos (UPGMA) também agrupou por similaridade esse quimiotipo
no dendrograma. Todas essas analises demonstrando resultados em comum garantem
confiabilidade nesse grupo quimico.

Os testes de atividade fungicida com os diferentes quimiotipos da populacéo
estudada sobre fungos de interesse agricola apresentaram alto potencial inibitério, sendo
EU31 o espécime com melhores resultados quando se junta outros parametros
quantitativos e qualitativos do 6leo. Esses resultados trazem novas perspectivas para o
uso do 6leo essencial de pitangueira, além de fomentar argumentos cientificos para a
conservacao e uso sustentavel da nossa biodiversidade nativa.
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8. APENDICES

Apéndice 1. Tabela de componentes quimicos elucidados em diferentes intervalos de
tempo na cinética de extracdo do 6leo essencial de Eugenia uniflora.

Substéncias Classe TR IRLc IRLt Intervalo de tempo (h)
0-05 05-1 1-2 2-4 4-6

---------- Area relativa (%) ----------

Ocimeno <(2)-p-> MH 13,647 1049 1032 1,9

Octanoato de metila 17,603 1129 1123 - - - - -
Elemeno <§-> SH 27,14 1335 1335 3,92 1,12 1,12 1,49 198
Elemeno <B-> SH 29,488 1391 1389 806 791 793 78 7,31
Cariofileno <(E)-> SH 30,561 1420 1417 4,09 392 44 538 6,18
Elemeno <y-> SH 30,99 1433 1434 289 142 156 1,89 211
Germacreno D SH 32,704 1484 1480 4,19 396 3,72 2,71 1,07
Viridifloreno SH 33,038 1494 1496 3,42

61



NI 33,045 1494 - 1 - - -
Bicyclogermacreno SH 33,199 1499 1500 0,63 1,11 146 2,27 -
Curzereno SO 33,198 1499 1499 41,13 46,52 42,85 33,33 22,45
Germacreno A SH 33,252 1500 1508 0,53 2,59 0,43 0,93 -
NI 33,708 1517 2,73 - - - -
Cadineno <6-> SH 33,876 1523 1522 - - - 7,48 1,79
NI 34,409 1542 - - - - 0,25
Germacreno B SH 35,063 1565 1559 6,62 3,28 7,38 0,75 0,68
Espatulenol SO 35,059 1565 1577 16 3,23 129 128 225
Globulol SO 35,671 1587 1590 0,26 1,07 1,19 158 5,35
Ledol SO 35,758 1590 1602 0,85 0,65 0,98 1,49 1,22
Himachalol SO 35,80 1595 1652 043 134 1,14 0,35 -
NI 35,947 1597 0,3 - - 0,63 -
NI 36,126 1604 0,15 - - 1,54 0,63
Cadinol <o-> SO 37,685 1667 1652 - 123 32 366 1,88
Isobornil isobutanoato <8-hydroxy-> SO 37,048 1641 1674 05 094 054 057 349
Furanodieno * SO 37,801 1672 1666 0,42 0,74 034 04 313
NI 39,601 1751 - 0,48 - - 2,44
Khusinol acetato SO 38,657 1707 1823 045 131 169 3,17 448
NI 41,419 1834 - - - - 0,96
NI 41,425 1834 - - - - 0,29
NI 42,432 1883 4,65 1157 9,04 - 2,33
NI 42,949 1908 10,31 6,48 - 6,12 4,02
NI 44,794 2003 289 057 8,88 1361 1831
NI 44,961 2012 - - 082 134 2
Hidrocarbonetos de monoterpenos 1,9 - - - -
Monoterpenos oxigenados - - - - -
Monoterpenos totais 1,9 - - - -
Hidrocarbonetos de sesquiterpenos 30,94 253 28,02 30,7 24,54
Sesquiterpenos oxigenados 45,64 57,02 53,23 45,83 44,24
Sesquiterpenos totais 76,58 82,32 81,25 76,53 68,78
N&o identificados (NI) 21,52 17,68 18,75 23,24 28,78

CL: Classe quimica; TR: Tempo de retengéo; IRLc: Indice de reten¢do linear calculado; IRLt:

Indice de retengdo
linear tabelado; MH: Monoterpeno hidrocarboneto; SH: Sesquiterpeno hidrocarboneto; SO: Sesquiterpeno oxigenado.
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Apéndice 2. Tabela de componentes quimicos elucidados nos 6leos essenciais dos 20 espécimes coletados in situ.

Substéancias TR IRLc IRLt 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
Avrea relativa (%)
Myrceno MH 109 992 988 - 2,6 - - - - 0,5 - - - - - - 09 03 - - - 0,7 -
Linalool MO 16,5 1107 1095 - - - - - - - - 0,5 - - 0,5 - 1,8 1,0 - - 0,8 - -
Cymeno <p-> MH 12,6 1028 1020 - 21 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ocimeno <(E)-f-> MH 13,7 1050 1032 - 15 - - - - 0,4 - - - - 11 - - 0,5 - - - - -
Octanoato de metila 17,7 1131 1123 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Patchenol <(E)-> MO 27,0 1331 1328 - - - - 25 - - - - - - - - 19 - 23 - - - 33
NI 27,9 1354 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 2,3
NI 28,9 1377 - - - - - - - - - - - - - 1,4 - - - - - 1,3
Elemeno <B-> SH 29,6 1392 1389 6,1 74 59 24 - 31 21 16 25 22 2,8 19 22 - 23 15 28 19 37 -
Cariofileno <(E)-> SH 30,6 1422 1417 7,6 79 - - 3,6 19 - 0,7 17 1,6 2,6 12 06 2,3 13 - - 2,8 18 83
Elemeno <y-> SH 31,1 1435 1434 - 15 59 07 - 22 06 05 06 08 1,0 08 13 - 0,8 - 08 13 09 -
Cariofileno <9-epi-(E)-> SH 32,1 1465 1464 - - 41 - 11 - - - - 0,4 - - - - - - - - - -
Aromadendreno <allo-> SH 32,0 1464 1458 - - 24 - 138 1,7 05 - - - - - - 14 - 9,5 - 0,7 - 170
Aromadendreno SH 32,1 1465 1439 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Germacreno D SH 32,8 1486 1480 - 4.2 - 1,2 - 07 09 - 10 04 1,9 17 17 - 14 20 16 05 18 -
Bulneseno <o-> SH 33,0 1492 1509 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Selineno <p-> SH 33,0 1493 1489 - 3,0 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ledeno SH 33,1 1495 1496 - - - - - 14 - - - - - - - - - - - - - -
Bulneseno <o-> SH 33,1 1495 1509 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Viridifloreno SH 33,1 1496 1496 - - - 1,3 - 14 1,1 - - 1,0 15 14 - - 0,8 - - 2,2 11 -
Bicyclogermacreno SH 33,2 1500 1500 - - - 31 - 21 19 04 09 10 41 64 23 - 2,1 - 08 51 - -
Curzereno SO 333 1503 1499 343 278 590 - - - - - - - - - - - - - - - 251 -
Amorpheno <o-> SH 33,4 1504 1484 - - - - 29 - - - - - - - - 2,3 - - - 1,3 - -
Bisaboleno <(E)-iso-y-> SH 336 1512 1528 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Continuagéo ...

Muuroleno <a->
Amorpheno <y->
Cadineno <¢->
Amorpheno <3->

NI

Germacreno A
Germacreno B

NI

NI

Espatulenol

Oxido de cariofileno
Globulol
Viridiflorol

Ledol

NI

Copaen-4-a-ol <B->
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
Aromadendreno epoxido <allo->
NI

Cadinol <epi-o->
Muurolol <epi-a->
NI

Cadinol <o->
Selin-11-en-4-a-ol
Mayurona
Atractylona

NI

SH
SH
SH
SH

SH
SH

SO
SO
SO
SO
SO

SO
SO
SO

SO
SO

SO
SO
SO
SO

33,8
338
33,9
34,0
34,2
351
351
355
357
35,8
358
36,0
36,2
36,2
36,2
37,0
371
37,2
37,2
37,4
375
37,5
37,8
37,9
37,9
37,9
37,9

1518
1519
1524
1525
1533
1567
1567
1580
1588
1590
1592
1597
1607
1606
1606
1638
1643
1648
1649
1657
1660
1661
1672
1674
1675
1675
1674

1500
1495
1522
1511

1508
1559

1577
1582
1590
1592
1602
1590
1590
1632
1639

1638
1640

1652
1658
1703
1657

1,6
1,6

08

2,2

10,7

20,6
6,0

4,04

11
44

44
9,2

44
16

0,9

13
0,7

34,8

05

0,7
08

4,1
3,7
05

43,6

0,5

- 19
53 66
04 30
51,7 36,5

- 0,6
05 -

- 0,7

43,5

1.2
1,0
36,9

3,2
19
8,3
1,0
1.2

2,9

151
09

2,9
71

15
4,0

15
14,0

5,6

0,3
59

05

04

19

40

3,9

15,0

10,6
14,2
2,0

18
1,4

5,8

1,6

0,3

38,2

6,8

3,6

08
04

08

37,7

13

4,0

2,0

30,3
52

5,0

2,3

4,0

44
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Continuagéo ...

Khusinol SO 379 1676 1679 - - - - 4,4 - - - - - - - - - - - - - - -
NI 38,3 1690 - - - - - - - - - - - - - 15 - - 08 06 - -
Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-0-ol SO 38,3 1691 1685 - - - 0,6 - - - - - - - - - - - - - - - -
NI 38,3 1691 - - - - - - 06 06 05 03 - 05 04 - 0,6 - - - - -
Amorpha-4,9-dien-2-ol SO 385 1699 1700 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NI 38,5 1700 - - - - 1,8 - - - - - - - - - - - - - - -
furanodieno™ SO 38,7 1710 1699 3,6 49 58 - - - - - - - - - - - - - - - 1,7 -
Germacrona SO 387 1711 1693 - - - - - - 03 15 05 03 - - 0,8 - 03 - - - - -
NI 39,1 1726 - - - - - 08 - - - - - - - - - - - 04 - -
NI 39,2 1731 - - - - - - - 0,4 - 0,4 - - - - 03 37 - - - -
NI 39,2 1733 - - - - - - 0,3 - - - - - - - - - - - - -
Bisabolenal <B-> SO 399 1765 1768 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Selina-1,3,7(11)-trien-8-one epoxido SO 39,9 1763 1746 22,5 - - 34 38 329 447 394 332 421 317 372 309 43 397 141 461 435 126 14
NI 404 1786 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NI 40,5 1789 - - - - 4,0 - - - - - - - - 3,6 - 39 - - - -
NI 40,9 1809 - - - - - 0,6 - - - - - - - - - - - - - -
NI 42,0 1861 - - - - - - 04 - - 0,5 - 03 04 - - - - - - -
Khusinol acetato SO 425 1885 1823 - 25 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NI 405 1902 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 58
NI 430 1912 - - - - 09 - - - - - - - - - - - - - - -
NI 43,0 1911 - 55 - - - - - - - - - - - - - - - - - 20
NI 44,9 2006 - 45 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
NI 44,9 2008 - - - 1,0 - 09 04 06 06 - - - - - - - - - - -
NI 42,0 2060 - - - - - - - - - - - - - - 05 - - - - -
NI 46,5 2095 - - - - - 05 - - - - - - - - - 23 - - - -
Hidrocarbonetos de monoterpenos - 6,1 - - - - 0,9 - - - - 11 - 09 08 - - - 0,7 -
Monoterpenos oxigenados - - - - 25 - - - 05 - - 05 - 18 10 23 - 0,8 - 33
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Continuagéo ...

Monoterpenos totais - 6,1 - -

Hidrocarbonetos de sesquiterpenos 21,7 42,7 26,5 132
Sesquiterpenos oxigenados 783 40,2 735 859
Sesquiterpenos totais 100,0 82,9 100 991
Nao identificados (NI) - 10,0 - 1,0

2,5
32,6
48,8
81,5
16,1

154 12,7
80,2 838 931 864 896
95,7 965 979 984 978

43

0,9

2,6

4,7

2,1

0,5
12,0

11

8,2

2,1

23,0
77,0

16

199 218
77,7 71,3
1000 97,5 99,1

0,9

08

2,8
27,8
46,2
74,0
23,2

18
6,6
90,0
96,6
13

2,3
19,0
64,9
83,9
13,9

13,6 20,9
853 766 854
989 975 945

1.2

0,8

1,7

0,7
9,2

4,8

3,3
30,6
52,6
83,2
13,0

CL: Classe quimica; TR: Tempo de retencéo; IRLc: Indice de retengdo linear calculado; IRLt: Indice de retencéo linear tabelado; MH: Monoterpeno hidrocarboneto; MO: Monoterpeno

oxigenado; SH: Sesquiterpeno hidrocarboneto; SO: Sesquiterpeno oxigenado.
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Apéndice 3. Autorizacdo de pesquisa cientifica em Unidade de Conservacdo - INEA.

20062021 SEVER) - 18876010 - Ofice - NI

XD
Gaverno do Estsdo do o de Taneico
Iastitsto Estadanl do Ambiente

5! de Bio dade Arews I das e

AUTORIZAGAO DE PESQUISA CIENTIFICA EM UNIDADE DE CONSERVACAO INEA N°
0232021

O Dirctor de Biodiversidade, Arcas Protegidas e Ecossistemas do Instituto Estadual do
Ambiente — INEA, no uso de suas atribuigoes legais, considerando a Portana IEF/RIPR n® 227 de
181272007 ¢ considerando, wminda, o que consta no procedimento admimstrativo  SEI-
070002/0037292021, AUTORIZA o pesqusador EDUARDO BARROS DUARTE JUNIOR,
vinculado a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) ¢ sua equipe Ehisabeth Alves Duarte
Pereira, Lucas Medeiros Fagundes, Paulo Ricardo de Souza Fana, Rayssa Vicente Nascimento, Sandra
Gomes do Nascimento, Thayna Ferreira Guedes, Ygor Nunes Moreirs, Marco Andre Alves de Souza,
Rafael Torre, Lucas Oliveira de Souza, a obter dados no Parque Estadual da Costa do Sol (PECS), Parque
Estadual Cunhambebe (PEC), Parque Estadual da [lha Grande (PEIG), Parque Estadual da Lagoa do Agu
(PELAG), Parque Estadual da Pedra Branca (PEPB), Parque Estadual da Pedra Selada (PEPS), Parque
Estadual da Sermra da Concéordia (PESC), Parque Estadual da Serra da Tirinca (PESET), Parque Estadual
do Desengano (PED), Parque Estadual Mendanha (PEM), Parque Estadual dos Trés Picos (PETP),
Refugio de Vida Silvestre Estadual da Serra da Estrela (REVISEST), Refugio de Vida Silvestre Estadual
do Médio Paraiba (REVISMEP), Refugio de Vida Silvestre Estadual Lagos da Turfeira (REVISTUR),
Estagdo Ecologica Estadual de Guaxindiba (EEEG), Reserva Biologica Estadual ds Praia do Sul (RBPS),
Reserva Biologica Estadual de Araras (RBA), Reserva Ecologica Estadual da Juatinga (REEJ), Reserva
Biologica Estadual de Guaratiba (RBG), APA de Mangamtiba (APAMAN), APA de Gencino-Mendanha
(APAGM), APA da Bacia do Rio Macacu (APABM), APA da Serra de Sapeatiba (APASES), APA de
Manca (APAMAR), APA de Massambaba (APAMAS), APA de Tamoios (APATAM), APA do Alto Iguagu
(APAIGU), APA do Pau-Brasil (APAPBR), APA do Rio Guandu (APAGDU), APA de Sepetiba IT
(APASEP). Floresta Estadual José Zago (FLOEJZ), Reserva de Desenvolvimento Sustentavel do
Aventureiro (RDSAVENT), Reserva Extrativista Mannha de Itaipu (RESEXMAR), com vistas a execugio
do projeto de pesquisa “Abordagem Multidisciplinar para o Estudo da Pitangueira em Fragmentos
da Mata Atlintica no Estado do Rio de Janeiro: Prospecciio, Conservagio, Exploracio e Aplicacies
Blotecnologicas”, devendo ser observadas as condigdes discriminadas neste documento ¢ anda aquelas
previstas na Portaria supracitada.

A presente autorizagdo tem validade de 02 (dols) anos a partir da data de sua assinatura,

Condiclonantes desta autorlzagio:

1. O pesquisador fica autorizado a:

a) Coletar até 05 (cinco) ramos fértels ¢ infértels por individuo de Engenia uniflora,
utilizando tesoura de poda,

b) Coletar até 10 (dez) frutos/sementes por individuo de Engenia uniflora.

2. O pesquisador devera remover todas as marcagies ¢ equpamentos das areas de estudo ao
final da pesquisa. sendo sugerida a identificagdo de todo matenal deixado na unidade, enquanto o trebalho
durar, com o nome da instituicio responsavel pelo trabalho ¢ o namero da Autonzacio de Pesquisa do
INEA.

hitps s 1] gav phpTacac=documentn_Impckm_webA0can_orgeny=arvorn_visusizrSid_documento=2 1607798 kY w3



20082021 SEVERJ - 18876018 - Ofico - 1

3. Esta Autonizagao nao autonza a coleta de especies constantes nas listas oficiais de
espécies ameacadas de extingdo, nem isenta o pesquisador da necessidade de solicitar outras anuéncias, no
que couber, para a realizagao das atividades em tela, inclusive a anuéncia do responsavel pela area, publica
ou privada, onde serdo realizadas as atividades.

4, Caso seja identificada em campo alguma espécie ameacada de extingdo ou exotica
invasora, 0 INEA devera ser informado o mais breve possivel.

5. Imagens que sejam eventualmente capturadas durante a realizacio das pesquisas dentro
das Unidades de Conservagio. poderdo ser utilizadas apenas para fins cientificos, educativos, culturass ou
jomalisticos. Caso haja a intencio de comercializa-las ou utiliza-las (total ou parcialmente) para fins
lucrativos serd necessirio solicitar autorizagdo, de acordo com o previsto no Decreto Estadual n°
36.93002005,

6. O pesquisador devera entrar em contato com a administracio da(s) UC(s) para agendar as
atividades de campo e conhecer as normas de uso da(s) mesma(s), pelos contatos:

EEEG: 98596-5188 ; geeg sfi@email.com
PEIG, RDS. RBPS: 24-3361-5540/ 24- 3361-5800 ; secretaria.peig@gmail.com.
PEPB: 3347-1786/ 2333-6608 : pepb.inea/a@
PESC: (24) 24715250, 3371-5052 ; mmuhlsg@gmm
PESET; (21) 2638-4411 ; administrador/@
PEC: (21) 3789-2965, 3789-2292 | pecunhambebe inea@ gmail.com
PED: (22) 2561- 1378 ; gggum@gnmnm
PETP: 2649-6847 | inen.peip@email.com : peguisapeip@ gmail.com
PELAG: (22) 2747-5316 ; pelag,inea@gmail.com
PEPS: (24)3387- 2318 ; pepedraseladar)@gmail.com
PECS: (22)2647-3466 ; parqueestadualdacostadosol @ gmail.com
PEM: 3765-2228
RBG: 2333-6984 m&mmgmd&mn bguaratiba@ gmail.com . rbg.ineabio@gmail.com
REEJ: (24)3371-9634 | reservajualinga/@ gmail.com
RBA: (24)2225-1749 , (24)2225-1975, (24)2225-1380, (24)2225-2910 ; reboarams inea. ri@ gwail.com
APABM: (21)2649-3603 : gpamacacu@ gusilcom
APAMAR: (21)2638-4411 ; gpamaricai@ gmail com
RESEX: (21) 2638-4411 ; mmmhad:mm@mum
APAGM: 2332-5515 / APAMC: (22)2542-9530 : ammacom atoapamc (@ gmail.com
APAMAN: (21) 3789-2292 ; apaman.inea/
APAGDU: 98598-9836 , 96957-9600 ; apaguandu@gmailcom
APAMAS: (22)2661-2720 ; (22)2661-4880 / mmmm@)mm
APABR: 22-2661-2720 , 22-2661-4850 : apadopaubmsil@gmailcom
APASES: 22-2661-2720 , 22-2661-4850 ; apasapiatiba@gmail.com
APATAM: (24) 3367-2330 : apatamoiosi@gmail.com
APAIGU: 99997.2279 ; jguacy. inea@ gmail.com
REVISMEP: (24)99849-1316 ; (21) 96958-4333 : mmgmm@gm
REVISTUR: 99995-0414 ; revistur jnea®
REVISEST: (24)2225-9210 ; revisest.inea@gmail.com
MONASBEL: (21)98596-5178 ; (24)99848- 1754 ; m@hnma@gmum MONAMASC
PANAMAC: agmail.com
FLOEJZ: (22)2564-2390 : {lociosezago(@gmail.com

7. O pesquisador devera apresentar ao INEA relatdrios semestrais e final da atividade de
pesquisa, bem como copia digital das publicagdes ¢ de qualquer outro matenal produzido relativo ao
trabalho de pesquisa na(s) referida(s) unidade(s) de conservaciio, conforme disposto na Portaria IEF/RJ/PR
227/2007, ndo podendo a entrega do relatorio final ultrapassar 03 (trés) meses apos o término da pesquisa.

8. Os relatorios de atividades deverdo contemplar, no minimo: (a) Lista dos especimes
registrados no menor nivel taxonomico possivel, incluindo datas e locais de coleta‘observagio
geormreferenciados (coordenadas e Damm): (b) Resultados e discussdo das andlises propostas no estudo: (¢}
Sugestdes e ameacas observadas ao ecossistema, caso pertinente.

9. O pesquisador devera citar o(s) nome(s) da(s) umdade(s) de conservagio estudada(s) em
todos os produtos decorrentes deste trabalho.

Itlps. /e fazanda. rj. gov brisesicor dor.pto % oo vohi &, _orgem=arvore_visualizar&id_documento=211907254nfr... 273
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10. O pesquisador devera fazer uma apresentacdo anual sobre sua pesquisa ao(s)
Conselho(s) Gestor(es) da(s) unidade(s) em que estiver trabalhando, enquanto a pesquisa durar.

11. O pesquisador devera dar entrada no pedido de renovagdo da Autonzagio de Pesquisa
30 (trinta) dias antes de seu término, caso necessite dar continuidade a pesquisa,

12. Fica o pesquisador comprometido a apresentar a Autorizagio de Pesquisa acompanhada
de um documento de identificagdo oficial com foto do(s) membro(s) da equipe presente(s), quando estiver
em trabalho de campo dentro da(s) unidade(s) de conservagio e for solicitado por servidor do INEA.

13. Fica o pesquisador comprometido a executar exclusivamente o que foi previsto no
projeto de pesquisa aprovado pelo INEA, e a comunicar qualquer alteragao do projeto antes de sua
execugdo, devidamente justificada, para prévia aprovagao.

14. A mobservincia das determinagdes relacionadas, bem como qualquer intervencdo nio
autorizada na(s) unidade(s) de conservagdo em questio, implicara na suspensio total ou parcial da referida
Autorizagio, e na aplicacdo de sangdes administrativas previstas na Lei 3.467/2000 e na Lei 9.605/1998.

Joido Eustaquio Nacif Xavier
Diretor

Diretoria de Biodiversidade, Areas Protegidas ¢ Ecossistemas - DIRBAPE
1D. 2028244-3

Seil Documento assinado eletronicamente por Jodo Eustdquio Nacif Xavier, Diretor, em 28/06/2021, as
[ . &5 14:09, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento nos art. 212 e 222 do Decreto n 46.730,
wletrbnics de 9 de agosto de 2019.

bace http://seifazenda.rj.gov.br/sei/controlador_externo.php?
 acao=documento_conferirid_orgao_acesso_externo=6, informando o codigo verificador 18876019

Referéncia: Caso respanda este Oficlo, indicar expressamente o Processo n® SE1-070002/003729/2021 SEI n® 18876019

Avemda Venezuela., 110 - Bairro Saude, Rio de JaneiroRJ, CEP 20081-312
Telefone:

titlps. (e fazanda r) gov brisescontralador. pho Taco=do v & _orgem=arvore_visualizar&id_documento=211907254nfr... V3




Apéndice 4. Autorizacdo de pesquisa cientifica em Unidade de Conservacdo - ICMBIio

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade - ICMBio
- 'd. Sistema de Autorizaciio e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

MA

M

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Nomero: 78469-1 Data da Emissdo; 13082021 21:40:14 | Data da Revalidagho™: 131082022

Do acordo com o ar. 28 da IN 03/2014, e#is aULOrZACHO tem Prazo de vANdADE SqUIVAINTS A PrAVIEEO NO CTONOErAMA de Alividades
do projeto, mas deverd ser revalidacs anualments medisnte & apresentacio do relatdrio de atividades & ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de ate 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.
Dados do titular
Mot EDUARDO BARROS DUARTE JUNIOR Jch 118,652 47-73
Titudo do Propto; Pedita 06 BUTZGHD PaM malzagho de sidos com OSPEcEo i pIaNgUSINs em unkindes da CoNSaIvagSo,
tanto de uso sustentdval coma Areas de protecio 0o Estado do Rio de Jsnero

Home da Institusgto UNVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JAHEIRO ICGJPJ 29 427 465000105

Cronograma de atividades

# |Descriciio da atividade Inicio (méstano) Fim (més/ano)

1 |Reconk do froa dos ° A0 dos w2021 122022
robahos de prospeccdo

Equipe

# |Nome Fungao cPfF Nacionalidade

1 | Marca André Alves da Souza Coord o0 peopsto 069 677 697-80 Braskers

2 | Ygor Hunes Morora Caolaborador 142 412 19141 Bmssara

3 | Thayra Ferrora Guades Colaboradorn 167 912 24792 Brstarn

4 | Sandr a5 do Pl ko Colaboradorn 057 975 44712 Brastors

5 | RAYSSA VICENTE NASCIMENTO Cakaboradorn 132 550 16703 Bras e o

6 | Paulo Ricardo Da Souza Farta Colaborador 093 259.229-50 Braskan

L __Lugas Medoros Fagundes Calsborador 157 108 577-77 Brassorn

8 | Elsabeth Aives Dusrte Pereita Colaberadors 164 134 067-39 Braskera

B | Rafeed Torre Ci Bor 442 333 368-88 B

10 | Lucas Diveim de Souza Calaberador 158 672 86707 Brastern

Observacdes e ressalvas

1 O patqanadr Somanie poderd Ml S waaon 00 CHMEO ApdS & SN 00 G50 08 SMagEe0n oo & COVID-1S, 20em teckrade 20 300 00 2000008 COmMpaents

T L e Y i p————— HAD wame Huker @ Ou mambeee de 3 sgeEe dh Secas e de et
Anwagionian @ chter 3¢ AUETTICORE POWARIS w7 CUATTE RRTUITIIROS Iege iekitivo 30 tegaek de seyuidoocon (e it 7802, de 11 te piho de 150, Decwto 1 4074, do d o
prevn de 2000 erie ouves )

3 |esa NAD hera & no 43 0O POINCIAN PN 400 0088 & NAD 0NT 0 pesqursador Tk © 08 Memtine de 50 equpe &) 2ecess Bade de atonde
20 0MGas 8 Ohter 35 SRNTAN YOS ST LA IRETUITINESS IRGE S 1RGNS 20 gt de agrantoocos (Les 1 TG, de 11 de pita de 1ML Decwo 1t 4072, ded 0w
prain i 2002 arie outs)

4 Ol & S0 ! i 06 Su wgUPE, U0 e wolsplo ta Ry secho Vigui, oo quandd i Nadiguache, trnasle ou
Fabias NS OIS0 v a o Mdriad wpedeio toats, poded decsdo Mot vada W 4 S0 00 ORI & SR 3 00 VOt Dk
ICM D, noe e < iegadacho br ssdees wm viger

& | Ents documwoks sormeets podens ser 1t23c0 arn on B previdos re asinucio Nonmates SOV n® 300148 ou re instrucio Hermadas ICMEBon® 100010, ne s sspecics eea
Actorgacio. nho podends s caioads pans fne comercse. ndustnias oo epotvos. ) matenal boligeo coletads devert ser chiosds para snvidades osnticas o dascas o
Db 4o ersing pan

Este docunento fo expedido com base na | aa A o OY2014 Atravéds do cdago do cdo abaxo, Qualgy wiackd

poderd veriicar 8 sutantichdass ou reguiandeds deste docamanto, por M0 da pdoira Jo SISBCMBIO rma INfErmet (Www. Lmbvo Qo beistv)

Codigo de autenticacio: 0784690120210813 Pagina 1/13
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Apéndice 5. Registros catalogados no herbario do UFRRJ (RBR) dos espécimes

coletados in situ.
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Apéndice 6. Imagens dos tratamentos produzidos nos testes de atividade fungicida.
Fungo: Colletotrichum gloeosporioides; 6leo essencial: EU31; tratamento testemunha
(Al); tratamento controle (-) (B1); tratamento controle (+) (C1); tratamento 3,5mg/mL
(D1); tratamento 1,75mg/mL (El); tratamento 0,875mg/mL (F1); tratamento
0,437mg/mL (G1); tratamento 0,1mg/mL (H1); tratamento 0,05mg/mL (11). Fonte:
acervo pessoal.
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Apéndice 7. Imagens dos tratamentos produzidos nos testes de atividade fungicida.
Fungo: Colletotrichum gloeosporioides; 6leo essencial: EU42; tratamento testemunha
(A2); tratamento controle (-) (B2); tratamento controle (+) (C2); tratamento 3,5mg/mL
(D2); tratamento 1,75mg/mL (E2); tratamento 0,875mg/mL (F2); tratamento
0,437mg/mL (G2); tratamento 0,1mg/mL (H2); tratamento 0,05mg/mL (12). Fonte:
acervo pessoal.
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Apéndice 8. Imagens dos tratamentos produzidos nos testes de atividade fungicida.
Fungo: Colletotrichum gloeosporioides; 6leo essencial: EU25; tratamento testemunha
(A3); tratamento controle (-) (B3); tratamento controle (+) (C3); tratamento 3,5mg/mL
(D3); tratamento 1,75mg/mL (E3); tratamento 0,875mg/mL (F3); tratamento
0,437mg/mL (G3); tratamento 0,1mg/mL (H3); tratamento 0,05mg/mL (13). Fonte:
acervo pessoal.
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Apéndice 9. Imagens dos tratamentos produzidos nos testes de atividade fungicida.
Fungo: Pestalotia sp.; 6leo essencial: EU31; tratamento testemunha (A4); tratamento
controle (-) (B4); tratamento controle (+) (C4); tratamento 3,5mg/mL (D4); tratamento
1,75mg/mL (E4); tratamento 0,875mg/mL (F4); tratamento 0,437mg/mL (G4);
tratamento 0,1mg/mL (H4); tratamento 0,05mg/mL (14). Fonte: acervo pessoal.
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Apéndice 10. Imagens dos tratamentos produzidos nos testes de atividade fungicida.
Fungo: Pestalotia sp.; 6leo essencial: EU24; tratamento testemunha (A5); tratamento
controle (-) (B5); tratamento controle (+) (C5); tratamento 3,5mg/mL (D5); tratamento
1,75mg/mL (E5); tratamento 0,875mg/mL (F5); tratamento 0,437mg/mL (G5);
tratamento 0,1mg/mL (H5); tratamento 0,05mg/mL (15). Fonte: acervo pessoal.
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Apéndice 11. Imagens dos tratamentos produzidos nos testes de atividade fungicida.
Fungo: Pestalotia sp.; 6leo essencial: EU28; tratamento testemunha (A6); tratamento
controle (-) (B6); tratamento controle (+) (C6); tratamento 3,5mg/mL (D6); tratamento
1,75mg/mL (E6); tratamento 0,875mg/mL (F6); tratamento 0,437mg/mL (G6);
tratamento 0,Img/mL (H6); tratamento 0,05mg/mL (16). Fonte: acervo pessoal.
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