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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduacao em Engenharia Florestal
Universidade Federal de Santa Maria

CARACTERIZACAO QUIMICA E AVALIACAO BIOLOGICA DO OLEO
ESSENCIAL DE Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez
AUTOR: LUcIO DE PAULA AMARAL
ORIENTADORA: BERTA MARIA HEINZMANN
Santa Maria, 04 de agosto de 2014.

Nectandra megapotamica (Lauraceae) é abundante na Floresta Estacional Decidual em Santa Maria-RS. O
seu Oleo essencial (OE) vém sendo estudado quanto as atividades bioldgicas, devido a sua agdo anti-
inflamatéria, antifingica, antimicrobiana, citotoxica contra células tumorais, dentre outras. Na prospeccdo do
OE foram encontrados fenilpropanoides, além de atividades sedativas e anestesicas em Rhamdia quelen.
Como hipotese, considerou-se que haja variabilidade sazonal e ocorréncia de fenétipos quimicos para o0s
individuos na mesma populacéo da espécie, com atividade bioldgica diferenciada para 0 OE. Os objetivos
deste trabalho foram pesquisar o potencial de N. megapotamica, em uma populagdo em Santa Maria, para a
producéo de OE; determinar o rendimento (R), a composigdo quimica e sua variacdo sazonal; avaliar a
possivel ocorréncia de fendtipos quimicos (composicdo quimica diferenciada); isolar constituintes de
interesse; e por fim, realizar testes de atividades bioldgicas, para o OE e para o isolado. Os OE foram obtidos
de folhas frescas, inicialmente separadas em jovens (FJ) e velhas (FV), por hidrodestilagdo em triplicata por
trés horas. As coletas ocorreramem fungao das estacdes do ano, em dois locais em Santa Maria-RS (Morro do
Elefante e, na proximidade do km 318 da BR 158). Foram determinados os respectivos R, e os OE foram
analisados por CG-EM. Algumas amostras também foram analisadas por CG-DIC, em triplicata. A
composicdo quimica do OE dos individuos coletados foi analisada e agrupada por técnicas multivariadas,
componentes principais e agrupamento hierarquico. Foi também realizado fracionamento do OE por CC, para
0 isolamento de uma substancia, cuja identificacdo se deu por RMN. Determinados os grupos quimicos (GQ)
e 0 constituinte isolado, os grupos mais discrepantes (GQ2 e GQ5) foram testados quanto a atividade
alelopatica, inseticida e anestésica em peixes. A isoelemicina foi avaliada para esta Gltima. O maior R do OE
foi observado na primavera (FJ 0,24% e FV 0,14%), durante a florag&o, frutificacdo e foliagéo, e 0 menor no
outono (FJ 0,13% e FV 0,11%), na rustificagdo e repouso. Os constituintes majoritarios foram a-pineno, com
maior R na primavera e verdo (FJ 30,81% e FV 35,86%), e biciclogermacreno, com maior R no outono e
inverno (FJ 24,19 e FV 21,73%). Estes formaram dois grandes GQ. No GQ do biciclogermacreno foi
observada a presenca de fenilpropanoides, que constituiram um grupo especifico (GQ5). Ja 0 GQ2 apresentou
maiores teores de monoterpenoides. Do OE do GQ5 foi isolada a isoelemicina (fenilpropanoide). Nos testes
biologicos realizados foram observadas atividade alelopatica (menor germinacdo de sementes e
desenvolvimento de plantulas) para Lactuca sativa cv. regina, Bidens subalternans, Glicine max, Avena
strigosa, Lolium multiflorum e Oryza sativa; atividade inseticida em Nezara viridula e sedacdo em R. quelen.
O GQ5 foi superior a0 GQ2, nos testes de alelopatia em O. sativa, mas ambos os grupos foram ativos na
concentragdo de 15% de OE para as demais espécies, inibindo100% da germinacao de B. subalternans (GQ5)
e de A. strigosa (ambos os grupos). Na acdo inseticida com 5% do OE, o GQ5 promoveu 46,67% de
mortalidade de N. viridula, e 0 GQ2 apenas 14,44%. Em R. quelen foi observada sedacdo associada a
toxicidade, tanto pelo OE similar ao GQ5 (obtido do segundo local de coleta) como pela isoelemicina. O
estagio de anestesia foi observado na concentracdo de 500 mg L™ de OE, mas o efeito foi inferior ao
observado para o eugenol com 50 mg L™ (controle positivo). Conclui-se que a espécie, na populago avaliada,
possui potencial para produzir OE, como fonte de novas moléculas bioativas e mecanismos de agao bioldgica,
que devem considerar a componente de toxicidade, 0 que exigira novas pesquisas.

Palavras-chave: Canela-preta. Metabolitos secundérios. Bioatividade. Fenilpropanoides. Terpenoides.



ABSTRACT

Doctoral Dissertation
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

CHEMICAL CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL EVALUATION
OF Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez.ESSENTIAL OIL
AUTHOR: LUCIO DE PAULA AMARAL
ADVISER: BERTA MARIA HEINZMANN
Santa Maria, August 4™ 2014.

Nectandra megapotamica (Lauraceae) is abundant in the Deciduos Forest in Santa Maria-RS. Its essential oil
(EO) has been studied for biological activities due to its anti-inflammatory, antifungal, antimicrobial, and
cytotoxic effects against tumor cells, among others. The presence of phenylpropanoids as well as sedative and
anesthetic activities in R. quelen were observed in the prospect of EO of Nectandra megapotamica. As a
hypothesis, we considered the seasonal variability and the occurrence of chemical phenotypes for the
individuals in the same population of the species with different biological activities for the EO. The objectives
of this study were to define the potential of N. megapotamica in a population in Santa Maria-RS for the
production of EO; to determine the yield (YY), chemical composition and the seasonal variation of EO; to
evaluate the possible occurrence of chemical phenotypes (differentiated chemical composition); to isolate
compounds of interest; and to perform tests of biological activities for the EO and for the isolated compound.
The EO samples were obtained from fresh leaves, which were initially separated in young (YL) and old
leaves (OL) by hydrodistillation in triplicate for three hours. The collections occurred in function of the
seasons in two locations in Santa Maria-RS (Morro do Elefante, and in the proximity of the 318 km of BR
158). The respective Y values were determined, and EO samples were analyzed by GC/MS. Some samples
were also analyzed by GC-FID, in triplicate. The chemical composition of the EO was analyzed and grouped
by multivariate techniques, main components and hierarchical grouping. The EO was also fractionated by CC,
for the isolation of a compound, whose identification happened by NMR. The discrepant groups (CG2 and
CG5) were tested for allelopathic, insecticide and anesthetic activities in fish. The compound obtained from
CG5 was identified as isoelemicin (phenylpropanoid) and also tested for the anesthetic activity. The largest Y
for the EO was observed in spring (YL 0.24% and OL 0.14%) during flowering, fruiting and foliation, and the
lowest in autumn (YL 0.13% and OL 0.11%) in the rustification and at rest. The major constituents were a-
pinene with greater Y in spring and summer (YL 30.81% and OL 35.86%), and bicyclogermacrene with
greater Y in autumn and winter (YL 24.19% and OL 21.73%), which formed two large CG. In the CG of
bicyclogermacrene, the presence of phenylpropanoids was observed and therefore it constituted a specific
group (CG5). However, CG2 presented higher concentration of monoterpenoids. In the biological tests, the
allelopathic activity (lower seed germination and seedling development) for L. sativa var. regina, B.
subalternans, G. max, A. strigosa, L. multiflorum and O. sativa was observed when the seeds were submitted
to the EO. Moreover, the insecticidal activity was observed in N. viridula, and also sedation in R. quelen. The
CG5 was superior than CG2, concerning allelopathy in O. sativa; however, both groups were active at the
concentration of 15% EO for the other species, which inhibits 200% germination of B. subalternans (QG5)
and A. strigosa (both groups). Regarding the insecticidal action of EO at 5%, the CG5 promoted 46.67%
mortality of N. viridula, and CG2 only 14.44%. Concering R. quelen, we observed toxicity associated with
sedation, both by the EO similar to CG5 and by isoelimicin. The stage of anesthesia was observed at the
concentracion of 500 mg L™ EO; however, the effect was lower than that observed for eugenol (positive
control). In conclusion, the species in the population assessed has the potential to produce EO as a source of
new bioactive molecules and biological action mechanisms that should consider the toxicity component,
which requires further studies.

Keywords: Canela-preta. Secondary metabolites. Bioactivity. Phenylpropanoids. Terpenoids.
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APRESENTACAO

O presente trabalho € constituido pela apresentacdo dos resultados obtidos para
compor a defesa da Tese de Doutorado em Engenharia Florestal. Inicialmente é apresentada
uma breve introducdo sobre o assunto, a fim de fornecer uma descri¢cdo sobre a espécie
arbdrea nativa em estudo e descrever aspectos relevantes relacionados a caracterizacao e
atividade bioldgica do 6leo essencial obtido. Logo em seguida, sdo descritas as hipdteses e 0s
objetivos deste trabalho.

Os resultados estdo organizados na forma de dois artigos cientificos, com sua
formatacdo especifica, que encontram-se aceitos para publicacdo em periodicos da area, além
de um manuscrito, a ser ainda submetido, e de resultados adicionais. O primeiro artigo trata
da avaliacdo sazonal do rendimento e da composi¢do quimica majoritéaria do 6leo essencial de
Nectandra megapotamica, e encontra-se aceito pelo peridédico Brazilian Archives of Biology
and Tecnology (BABT). Ja o segundo artigo, trata da caracterizacdo de perfis quimicos do
6leo essencial da espécie (fendtipos quimicos) para os espécimes coletados em Santa Maria-
RS, também aceito para publicacdo pelo periddico Boletin Latinoamericano y del Caribe de
Plantas Medicinales e Aromaticas (BLACPMA).

O manuscrito 1 descreve a acdo alelopatica do éleo essencial em sementes de culturas
agricolas (soja e arroz), espécies de plantas daninhas (picdo-preto e azevém), e em espécies
descritas na literatura especializada como bioindicadoras de alelopatia, tradicionalmente
utilizadas em experimentos desta natureza (alface e aveia-preta). Foram comparados 0s
efeitos de dois fenotipos quimicos do 6leo essencial, um com a presenca de fenilpropanoides
de interesse e outro sem a presenca destes constituintes. Na sequéncia, sdo apresentados
alguns resultados adicionais, como o rendimento e a composicdo quimica do OE obtido em
uma segunda area de coleta, o isolamento de um fenilpropanoide, e a acdo anestésica em
peixes, do Oleo essencial bruto contendo fenilpropanoides, bem como de um constituinte
isolado pertencente a esta classe de metabdlitos secundarios presente nos 0leos essenciais da
espécie em estudo. E, também, apresentada uma discussdo geral, para correlacionar os
resultados obtidos, entre si e com a literatura, e fazer uma interpretacéo de todo o contexto
construido ao longo dos experimentos realizados. A Tese é, entdo, finalizada, pelas

conclusoes e referéncias bibliograficas.



1 INTRODUCAO

A flora brasileira, que compde as florestas nativas e demais formas de vegetacdo dos
biomas, est4, na atualidade, em destaque como fonte de matéria-prima para a producdo de
diversos produtos, a exemplo das industrias de farmacos, comésticos, produtos de higiene
pessoal, para medicina veterinaria, alimenticia, controle de pragas e doencas em plantas,
dentre outras possibilidades (PROPERZI et al., 2013). Esse novo foco confere outra opgédo
para o uso de espécies arboreas, aléem da producdo madeireira, abrindo uma variada gama de
opcOes de matéria-primas a serem produzidas para a demanda da industria, a exemplo dos
6leos essenciais (OE). Este tipo de uso da floresta e de seus recursos, pode constituir uma
fonte de renda para os agricultores e contribuir para mudar o conceito de que florestas nativas
sdo areas improdutivas e sindbnimo de problemas para uma propriedade rural.

Os OE sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas, liquidas e de teores variaveis (SIMOES e SPITZER, 2004; BAKKALI et al.,
2008), presentes em grande nimero de espécies vegetais, sintetizados e/ou armazenados em
estruturas especializadas presentes nos 6rgaos das plantas, como frutos, sementes, cascas,
folhas, flores, raizes e até mesmo na madeira (BIASI e DESCHAMPS, 2009). Sua extracdo
pode ser realizada sem, necessariamente, envolver o corte raso da floresta ou corte de arvores,
auxiliando na manutencdo da floresta em pé, o que pode ser considerado um ponto positivo
para a realizacdo de manejo florestal visando a producdo de 6leos essenciais, bem como a de
outros produtos ndo-madeireiros.

Dentre as inUmeras espécies de plantas das quais pode ser extraida uma grande
variedade de 6leos e esséncias, estdo aquelas das familias botanicas Apiaceae, Asteraceae,
Cupressaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae, Poaceae, Zingiberaceae, entre
outras (BRUNETON, 2001). Dentre estas, merecem destaque aquelas pertencentes a Familia
Laureceae, a qual contém um grande nimero de espécies nativas do Brasil, dentre as quais ha
Nectandra megapotamica (Spreng) Mez (LORENZI e SOUZA, 2008), objeto do presente
estudo. As Laurdceas tém distribuicdo pantropical, e estdo bem representadas na América,
Asia tropical, Australia e Madagascar, e de maneira pouco expressiva no sul da Africa
(ROHWER, 1993). No Brasil, sdo conhecidos 22 géneros, que ocorrem em sua maior parte
nas Florestas Pluviais e, também, nas Restingas e nos Cerrados (BARROSO et al., 2002),
com cerca de 400 espécies (LORENZI e SOUZA, 2008).



20

N. megapotamica € conhecida, popularmente, por canela-preta no Rio Grande do Sul,
um dos seus locais de ocorréncia (Figura 1). Pode ser encontrada, também, nos estados de S&o
Paulo, Mato Grosso do Sul, Parand e Santa Catarina (REITZ et al., 1988; LORENZI, 2002),
aléem de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo (CARVALHO, 2006), bem como no
Paraguai, Argentina e Uruguai (BAITELLO, 2003). No Rio Grande Sul, a espécie apresenta
ampla distribuicdo nas florestas nativas (BRENA e LONGHI, 2002; TONINI et al., 2003),
participando da composicéo da Floresta Ombrofila Mista, Floresta Ombrdéfila Densa, Floresta
Estacional Semidecidual e Decidual (MARCHIORI, 1997).

-70° -60° -50° -40°

e ”
100 -10°
20° 200

Trépico de Capricornio R ALY . e
235 P P O ST S L 23,5
/ opl
o o é%gog‘g/
- T
‘?}“B @ 50
B0 B e
o //é N Cj(/
-30 e B %ﬂb?o -30°
e 500 0 500km
?, / F’ruje;é; UTM — Datum SAD Sé
70 -60° -50° -40°

Figura 1 - Distribuicdo de Nectandra megapotamica no Brasil.

Fonte: Carvalho (2006).

A espécie é uma arvore de médio porte (Figura 2), de 15 a 30 m, com tronco

geralmente tortuoso, acanalado, de até 80 cm de diametro, copa globosa quando jovem,
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perenifdlia, verde-escura, sem preferéncia definida por tipo de solo, e adaptada a condi¢des de
sombra. A casca, de cor castanha, desprende-se em pequenas placas, que deixam cicatrizes
onduladas muito caracteristicas (MARCHIORI, 1997; LORENZI, 2002). As folhas séo
alternas simples, coriaceas, glabras, providas de peciolo de até 1,5 cm, lanceoladas, medindo
de 7 a 15 cm de comprimento por 2 a 4 cm de largura. Possuem apice acuminado, base aguda,
margem inteira e nervacdo peninérvea. Sao verde-escuras na face adaxial, mais claras e
desprovidas de domacias na abaxial (MARCHIORI, 1997).

As flores, sdo pequenas, com cerca de 6 mm, branco-amareladas, que se concentram
em densas paniculas axilares na extremidade dos ramos. Os frutos sdo ovoides, cerca de 15
mm, castanho-escuros, possuem cUpula de apenas 5 mm. As flores aparecem no final do
inverno ou inicio da primavera e a maturacdo dos frutos ocorre em meados do verdo
(MARCHIORI, 1997). Para Lorenzi (2002), a espécie floresce a partir de junho, prolongando-

se até setembro, e os frutos amadurecem entre novembro e janeiro.

Figura 2 - Nectandra megapotamica — aspecto geral da arvore fora da floresta (1.A); detalhes
das folhas nos ramos (1.B); detalhes da inflorescéncia (1.C); detalhes dos frutos (1.D);
detalhes da casca (1.E).

Fonte: adaptado de Lorenzi (2002); FLORARS: Alexandre Korte (2010), Mateus Bise, (2012).

Sua madeira apresenta forte odor caracteristico e muitas vezes desagradavel, mas

poderia ser utilizada na construcéo civil e naval devido as suas caracteristicas xilotecnoldgicas
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(MARQUES, 2001). A espécie também € indicada para a recomposicdo de matas ciliares,
para o enriquecimento florestal ou adensamento de capoeirdes, florestas exploradas ou
devastadas (SOUZA e MOSCHETA, 2000). Adicionalmente, o consumo de seus frutos por
aves € descrito na literatura (LORENZI, 2002; KRUGEL et al., 2006; ALIBERTI e
MORELLATO, 2010).

A espécie possui uso etnobotanico e medicinal. As folhas sdo usadas para o tratamento
de tosses, gripes e como calmante. As cascas sao utilizadas como analgésico, antirreumatico e
para o tratamento de abcessos, sendo que as raizes possuem propriedades analgésicas e anti-
inflamatdrias (SILVA FILHO et al., 2004; MELLO et al., 2005; ALVES et al., 2008). Garcez
et al. (2009) obtiveram quatro constituintes no extrato etanélico das cascas do tronco, sendo
eles elemicina, isoelemicina, (z)-eritro-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2-propanodiol e (z)-treo-1-
(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2-propanodiol, e relataram sua atividade antifungica in vitro.

O Oleo essencial (OE) de N. megapotamica vem despertando o interesse de
pesquisadores, uma vez que vém sendo realizados estudos sobre seu rendimento, composicao
quimica e aplicacdo. Exemplificando os resultados obtidos Apel et al. (2006) descreveram sua
acdo antinflamatoria, enquanto Brito (2009) avaliou a influéncia sazonal de trés arvores no
Parque Estadual do Ipiranga e descreveu sua atividade antifingica e antimicrobiana, sendo
que ambos os trabalhos foram realizados com OE obtido em materiais coletados em S&o
Paulo. Tondolo et al. (2013) demostraram sua acao anestésica em robalo-peva (Centropomus
parallelus), a partir do OE de folhas coletadas em Santa Maria-RS. J& Torres et al. (2014)
observaram, a inibicdo in vitro da atividade hemolitica do veneno de jararaca (Bothrops
diporus), com OE obtido em material coletado em Loma de Vallejos, Corrientes, Argentina.

Os OE exercem, nas plantas, as func¢Oes de auto-defesa, atragdo de polinizadores, de
dispersores de sementes e de inimigos naturais de insetos praga (WOLFFENBUTTEL, 2007;
TAIZ e ZEIGER, 2013). Portanto, atuam na interacdo das plantas com o ambiente em que
vivem, expressando as influéncias das relagdes com fatores bidticos e abidticos no rendimento
e composicdo quimica do OE (PERES, 2004). Essa gama variada de fungdes é dada pela
presenca de constituintes originados por distintas rotas biossintentéticas, a exemplo das rotas
dos terpenoides e a dos fenilpropanoides, duas principais classes quimicas de substancias
presentes nos Oleos essenciais (PERES, 2004; BIASI e DESCHAMPS, 2009), que os tornam
atrativos, como matéria-prima, para varios ramos da industria.

A producdo de OE e de outros metabolitos secundarios, pode ser influenciada por

diversos fatores, tais como a sazonalidade, indice pluviométrico, ritmo circadiano, radiacao
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ultra-violeta, composicdo atmosférica, herbivoria e ataque de patdgenos, idade da planta,
orgédo onde ¢ sintetizado, disponibilidade de agua, teor de macronutrientes e micronutrientes,
temperatura e altitude (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; TAIZ e ZEIGER, 2013). Também
influenciam a producdo de OE, a genética (TAVARES et al., 2005; LAMIEN MEDA et al.,
2010) e a fenologia ou estagio de desenvolvimento dos espécimes (MARTINS et al., 1995;
BRITO, 2010; MARCO et al., 2011).

A formacdo da maioria dos constituintes dos OE se d& a partir da polimerizacdo do
isopreno (moléculas com 5 atomos de carbono), originado a partir do acido mevalbnico e
resultando nos terpenoides. Ja os fenilpropanoides, provém do 4&cido chiquimico
(GUENTHER, 1977; SIMOES et al., 2004). Segundo Taiz e Zeiger (2004; 2013), os
terpenoides sdo sintetizados nos cloroplatos pela via plastidica e no citoplasma pela via da
deoxi-xilulose-5-fosfato (DXP). Estes sdo classificados quanto ao nimero de carbonos
contidos em suas estruturas, como o0s monoterpenoides (moléculas com 10 &tomos de
carbono), que sdo formados por duas unidades de isopreno. Sdo 0s constituintes terpénicos
mais frequentes nos 6leos essenciais, presentes em cerca de 90% dos mesmos. Geralmente séo
acompanhados pelos sesquisterpenoides (moléculas com 15 atomos de carbono), constituidos
por trés unidades de isopreno (SIMOES e SPITZER, 2004). Ja a sintese dos fenilpropanoides
ocorre pela via do chiquimato. Essas vias metabdlicas tém sido intensamente estudadas nos
ualtimos anos, principalmente em trabalhos envolvendo a sintese de lignina e de compostos
como chavicol, eugenol, metil-chavicol e metil-eugenol (TAIZ e ZEIGER, 2004; BIASI e
DESCHAMPS, 2009).

Em funcdo destas trés rotas biossintéticas, que sdo influenciadas por fatores de
diversas naturezas, ha um nimero quase incontavel de substancias sintetizadas, resultando em
uma enorme varia¢do na composicao quimica dos OE (BASER e BUCHBAUER, 2010). Os
terpenoides e fenilpropanoides presentes nos OE sé@o os principais constituintes que conferem
suas caracteristicas organolépticas, cor, odor, sabor (BI1ZZO et al., 2009), e, também, de
bioatividade.

Na familia Lauraceae, os OE podem ser observados em células secretoras,
denominadas idioblastos, que sdo células que apresentam notéveis diferencas em relacdo as
células adjacentes, quanto a forma, conteldo e estrutura parietal. Estas células podem ser
encontradas nas folhas, na casca e/ou no lenho (METCALFE, 1987; BARROS et al., 1997),
sendo que, em algumas espécies desta familia, a presenca de idioblastos pode ser frequente ou
de ocorréncia rara (SILVA e MEDEIROS, 2000). Como Nectandra megapotamica é uma
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espécie perenifdlia, este trabalho dard enfoque para aos OE obtidos a partir de folhas, de
maneira a atender a hipotese e aos objetivos elaborados.

Para tanto, foi coletado material vegetal da espécie em duas areas na Floresta
Estacional Decidual (IBGE, 2012) em Santa Maria, sendo a primeira na base do Morro do
Elefante, referente ao periodo de coleta de novembro de 2010 a setembro de 2011, tendo de
114 a 172 m de altitude e face de exposi¢do sul. Ja o segundo local, referente ao periodo de
novembro de 2011 a agosto de 2012, foi proximo ao km 318 da BR 158, no sentido Santa Maria a
Itaara-RS, tendo de 232 a 249 metros de altitude e face de exposicdo oeste. Estes locais sé&o
proximos, distanciados a aproximadamente 5 km. O clima nesta regido € do tipo Subtropical
Umido Cfa (WREGE et al., 2011), com temperatura média anual entre 17,9 a 19,2° C,
ocorrendo preciptacdo em torno de 1691 mm. J& os solos sdo da classe dos Neossolo
Regolitico eutrofico 1éptico, unidade Charrua (Streack et al., 2008).

Devido ao fato das caracteristicas do ambiente serem um dos fatores que influenciam a
producdo de OE (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; TAIZ e ZEIGER, 2013), com destaque
para as influéncias do clima, o mesmo foi brevemente descrito, para os dois periodos de
coleta, utilizando dados da estacdo meteoroldgica convencional de Santa Maria-RS (Estacdo
83936), integrante da rede de estacdes do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET). Esta
estacdo localiza-se a latitude Sul 29,70° e longitude Oeste 53,70°, a 95 metros de altitude
(INMET, 2014). As variaveis disponiveis na mesma para os periodos de interesse foram
preciptacdo (mm), temperatura (°C), umidade relativa do ar (%), insolacdo (h) e presséo
atmosfeérica (hPa) (Anexos).

Segundo Caviglione (2000) e Wrege et al. (2011), a preciptacdo € definida como a
deposicdo de qualquer forma de &gua, no estado liquido ou sélido, proveniente da atmosfera,
tais como chuva (Anexo 1), ganizo, neve, neblina, chuvisco, orvalho, entre outros
hidrometeoros. Normalmente é expressa em milimetros, sendo que uma chuva de 1 mm
equivale ao volume de 1 L m™. A temperatura é a parte da radiacéo solar global que atinge a
superficie terrestre e é absorvida e convertida em calor sensivel, aquecendo o ar,
influenciando o estado de agitacdo de suas particulas, sendo geralmente expressa em graus
Celsius (°C) (Anexo 2).

Ja a umidade relativa do ar representa 0 quanto de vapor de agua existe na atmosfera
em um determinado momento, em relacdo ao maximo de vapor que poderia conter a uma
dada temperatura ambiente, sendo expressa em percentagem (Anexo 3). O numero de horas

de sol ou brilho solar definem a insolacdo, expressa em horas e décimos (Anexo 4). E a
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radiacdo com incidéncia luminosa direta, sem a presenca de nuvens, mais relacionada a
radiacdo visivel do que com os demais comprimentos de onda do espectro radiomeétrico,
acumulada em um dado periodo, como dia, més ou estacdo do ano. A pressao atmosférica
refere-se ao peso exercido por uma coluna de ar, com secgdo reta de area unitéria, que
sobrepde uma dada porcéo de area da superficie terretre, em um dado instante e local (Anexo
5). Quando o ar é aquecido, suas moléculas ficam mais agitadas e 0 mesmo se expande, com 0
aumento de seu volume, ocorre a dimunuigdo de seu peso sobre uma dada area, diminuindo
também a pressdo atmosférica. J& com o ar frio ocorre 0 processo inverso, resultando em
aumento na pressdo atmosférica (VAREJAO-SILVA, 2006). Geralmente a pressdo
atmosférica é expressa em milimetros de mercdrio (mmHg), podendo ser também expressa

em pascal (hPa).



2 HIPOTESES

A hipétese basica do presente trabalho, é que ocorre influéncia sazonal sobre o
rendimento e a composic¢ao quimica do dleo essencial da espéecie em questdo, devido a sintese
de constituintes distintos e/ou quantidades distintas, causada pela expresséo génica diferencial
em individuos de uma mesma populacdo em decorréncia da adaptacdo a microclimas e
condi¢des ambientais locais, caracterizando fenotipos quimicos. Devido a isto, os OE podem
apresentar atividade bioldgica diferenciada.

A hipotese alternativa é que esse comportamento nao ocorre, que ndo haja diferencas
na composicdo quimica dos 6leos essenciais e, em consequéncia, ndo apresentam atividade

bioldgica diferenciada.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Pesquisar sobre o potencial farmacoldgico e atividade biolégica de Nectandra

megapotamica (Spreng) Mez., em uma populacdo em desenvolvimento em Santa Maria-RS,

em relacdo aos 6leos essenciais.

3.2 Objetivos especificos

X/

e

R/

Determinar o rendimento e a composi¢do quimica do dleo essencial de Nectandra
megapotamica (Spreng) Mez., obtido em folhas frescas em diferentes individuos e em
diferentes estacfes do ano para avaliar a influéncia sazonal;

Demonstrar a possivel ocorréncia de fenotipos em relacdo aos OE, por meio do
agrupamento de amostras do 6leo essencial obtido, com base na composicdo quimica
das mesmas, com uso de métodos de anélise multivariada;

Realizar testes de atividade bioldgica, como avaliacdo para acao alelopatica, de acdo
inseticida, e de atividade anestésico-sedativa em peixes, que possam apresentar
respostas diferenciadas em fun¢édo dos fen6tipos quimicos mais discrepantes;

Obter substéncias isoladas do dleo essencial e testar sua atividade anestésico-sedativa

em juvenis de jundia (Rhamdia quelen).
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Abstract

This study evaluated the seasonal influence on the yield and chemical composition of the essential oil (EO) of
Nectandra megapotamica. Fresh young (YL) and old leaves (OL) obtained from three trees in each season
(Nov/2010 to Sep/2011) collected in Santa Maria-RS were hydrodistilled in triplicate. The chemical composition
was determined by the gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and the yield on dry basis
was evaluated by two-way ANOVA (seasons, development stage). Spring (Sp) and summer (Su) showed higher
average incomes (0.45 and 0.33%),which occurred when flowering, fruiting, and growth of YL and senescence
of OL took place, while autumn (Au) presented the lowest yield (0.25%) during the rustification of OL. The
highest yield was obtained for the YL in Sp (0.59%) and the lowest for the OL in Au (0.21%). The major
constituents of the EO were independent from the season and were identified as o-pinene, bicyclogermacrene, f-
pinene, germacrene D, and limonene. Seasonality and phenology influenced the production of EO probably due
to morphological and metabolic alterations in the leaves as well as due to the needs of the tree, such as
attraction and/or protection.

Palavras-chave: Lauraceae, phenology, variability of volatile oils, terpenes

INTRODUCTION

Approximately 390 species of the family Lauraceae Lindley are found in Brazil (Barroso 1978).
Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez is important due to its wide distribution not only in Brazil,
but also in other countries in South America such as Argentina, Paraguay and Uruguay (Baitello
2003). In Brazil, it can be found in the states of Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC), Parana
(PR), Sao Paulo (SP), Mato Grosso do Sul (MS), Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro (RJ), and
Espirito Santo (ES) (Lorenzi 2002; Carvalho et al. 2006). In RS, the species is widely distributed in
native forests (Tonini et al. 2003), participating in the composition of the Dense Ombrophilous Forest,
Mixed Ombrophilous Forest, Seasonal Deciduous Forest and Seasonal Semideciduous Forest
(Marchiori 1997).

The various biological activities described to essential oil (EO) of N. megapotamica and/ or its
components have aroused interest of Latin American researchers working in the area of its occurrence.
Among them are noteworthy the anti-inflammatory activity described by Apel et al. (2006) for EO
obtained from specimens in Cananéia, SP, the anesthetic action on fat snook (Centropomus parallelus)
obtained with EO of specimens occurring in Santa Maria, RS (Tondolo et al. 2013), the inhibition of
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hemolytic activity of jararaca (Bothrops diporus) venom with EO obtained from plant material
collected in Corrientes, Argentina (Torres et al. 2014), and the insecticidal activity against larvae of
Coenagrionidae (Silva et al. 2014). All the described effects are directly influenced by the chemical
composition of EO, and knowledge about the income of this extractive is fundamental to the planning
and execution of further studies aiming practical applications.

Marked differences have been detected for the yield of EO in the fresh leaves of this species in
different environments, ranging from 0.11 - 0.18% in S&o Paulo, SP (Romoff 2010) to 0.20-0.30% in
Santa Maria, RS (Tondolo et al. 2013). However, Apel et al. (2006) reported a yield of 0.1% for the
EO extracted from dried leaves collected from specimens occurring on the coast of S&o Paulo State, in
Cananéia. Chemical variability has also been described, with bicyclogermacrene, a-pinene and
germacrene D as major compounds in the EO obtained by Tondolo et al. (2013) in RS, while Romoff
(2010) reported the highest yields of a-bisabolol and d-elemene in the EO of leaves of this species
obtained from trees in SP.

The production of secondary metabolites, which include the constituents of the EO, may be influenced
by the seasonality, rainfall, circadian rhythm, ultraviolet radiation, atmospheric composition,
herbivory and pathogen attack, plant age, availability of water and nutrients in the soil, temperature,
and altitude (Gobbo-Neto and Lopes 2007). However, phenology and genetic or developmental stage
of plant organs should also be considered (Lamien-Meda et al. 2010).

Studies related to the production of EO with seasonality have not been conducted for Nectandra
megapotamica growing in RS until now. Additionaly, knowing the ideal time to collect plant material
with the aim of optimizing the production of active substances is essential in the management of
natural populations of aromatic plants. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
performance of the production of EO and content of their major constituents, common to all the
samples in the leaves of two stages of development from different individuals in a population over the
seasons in a year.

MATERIAL AND METHODS

Extraction and characterization of the essential oil

Leaves were collected from nine adult trees of Nectandra megapotamica. Three of these trees were
resampled at different seasons, i.e., three trees were sampled per season, resulting in 12 observations
(Tables 2 and 3). This procedure was used in order to analyze the seasonal influence on the yield and
major chemical compositions of the EO. The collections were conducted in Seasonal Deciduous Forest
(IBGE 2012) at the base of Morro do Elefante, Santa Maria, RS, Brazil. The trees were located with
GPS navigation, between 29° 40' 43" and 29° 40" 51" S latitude, and 53° 43' 08" and 53° 43' 16" W
longitude, with altitude of 114-172 m. The climate in this region is classified as Cfa subtropical humid
(EMBRAPA 2011), with an annual temperature average between 17.9 and 19.2°C, containing rainfall
evenly distributed throughout the year, reaching 1691 mm. Soils of the class Regolithic Neosol
eutrophic leptic, Charrua unit predominate onsite (Streck et al. 2008). The species was identified by
Prof. Dr. Solon Jonas Longhi and a voucher specimen (SMDB in 13107) was deposited in the official
Herbarium of University Federal of Santa Maria (UFSM). The collections of the leaves were
individual and in triplicate for each season, held between 9:00 and 11:00 a.m. from November 2010 to
September 2011. The leaves were classified into young (YL) and old (OL) according to their position
and insertion on the branches, separation in nodes and internodes, color, size, texture, and particle
deposition on the adaxial surface. Leaves presenting necrosis, yellowing, insect attack, signs of
nutritional deficiency, among others were discarded. Further field observations were made on the
phenology of the trees sampled.

Essential oils were obtained by hydrodistillation in triplicate for 3 h (European Pharmacopoeia 2007)
using Clevenger type apparatus, a heater blanket and glass balloons of 5000 mL containing 500 g of
fractionated fresh leaves and 3000 mL of distilled water. For each extracted sample, the moisture
content of the leaves was obtained by drying the samples of plant material in an oven at 50°C until the
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stabilization of the wheigt, determined on analytical balance. The volume of EO was determined in
graduated cylinder (0.1 mL) and the mass was obtained on analytical balance aiming to calculate the
dry basis yield (% wi/w). Essential oils were stored in amber glass bottles at -4°C in the absence of
light. The chemical composition was determined by the gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC/MS) on Agilent 6890N gas chromatograph with a 5973 mass detector. Prior to
injection, samples of EO were diluted in hexane pesticide grade (1:1000). The split used was 1:100,
and the ionization technique was electron impact at 70 eV. The analysis parameters were: silica
capillary column HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pum), volume of injection 1.0 pL, helium as carrier
gas, with flow of 1.3 ml/min; injector and detector temperatures, 250 and 320°C, respectively, analysis
programm: 40 to 320°C at 4°C/min, and delay of four minutes. The identification of the constituents
was performed by comparison of the linear retention indices with literature data, and the fragmentation
pattern of the mass spectra with the system database (Adams 2001; NIST 2005). For quantitative
analysis, the percentage composition of the samples was calculated by area integration of the peaks in
the chromatograms.

Statistical analysis

Yields were evaluated by descriptive statistics, performed in a spreadsheet (Excel ®). Analysis of
variance — ANOVA was carried out on the program Assistat version 7.6 Beta on a bifactorial design
(4x2): Factor 1 - seasons (spring - Sp, summer - Su, autumn - Au and winter - Wi), and Factor 2 -
stage of development of the leaves (YL and OL), totalizing eight treatments with nine replications.
Preceding the ANOVA, a Bartlett test was performed to check the homogeneity of variances. Since
this is a native untamed species and it was possible to compare the unknown genotypes, the selective
accuracy (SA) was used as a measure of experimental precision (Resende and Duarte 2007). This
statistical tool replaced the coefficient of variation (CV%) and was classified as very high, high,
moderate and low for SA > 0.90, > 0.70 to <0.90, > 0.50 and <0.70, and <0.50, respectively
(Cargnelutti Filho and Storck 2009). For the values of F calculated > 1, the SA was given by

\/1— (/ Fcalculated _. The major constituents common to all the samples and their respective

classes were plotted for the visualization of their behavior in the seasons, using the general averages
and trend curves. For these, the coefficient of determination (R?) was calculated and when nonlinear

trend was observed, the maximum technical efficiency was plotted (MTE), given by = X+:

-b, /(2b,) e y+ = b1+ 2b2 x* (Storck et al. 2011).

RESULTS AND DISCUSSION

Analysis of the essential oil yields

The values of EO yields showed mean and median close to each other, but differed from the mode.
This indicated the occurrence of asymmetric distributions for both the development stages of the
leaves and seasons, classified as negative because the asymmetry values were less than zero (0),
except for the yields of YL in Sp and OL in Au and Wi, which were symmetrical (Table 1). The
flattening of the distributions resulted in platykurtic whose distributions were either flat or opened
since their Kurtosis values were negative. The exception was for YL in Au and Wi, which presented
leptokurtic whose distributions were acute or closed. This indicated some influence throughout the
seasons in the synthesis of the EO constituents in the leaves, which were detected by the ANOVA.
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Table 1. Descriptive statistics for the yield on dry bases of the EO in leaves of Nectandra
megapotamica collected in Morro do Elefante, Santa Maria, RS, Brazil.

Yield on dry basis of the essential oil

Factors

Vmax Vmin Mean SE Mode  Median s? S CV% K A ML%
Sp 0.75 049 059 0.03 Amodal 0.56 0.008 0.090 15.09 -0.56 0.73 60.39
Su YL 045 0.29 0.38 0.02 Amodal 0.38 0.003 0.058 15.33 -1.52 -0.34 50.59
Au 0.34 0.16 0.28 0.02 Amodal 0.29 0.003 0.055 19.77 215 -1.31 53.79
Wi 040 025 0.35 0.02 Amodal 0.37 0.002 0.048 13.82 0.91 -1.17 53.32
Sp 040 0.21 0.30 0.02 Amodal 0.30 0.005 0.071 2357 -1.43 -0.15 51.68
Su oL 0.34 0.22 0.28 0.01 Amodal 0.28 0.002 0.044 1553 -1.62 -0.25 48.17
Au 0.27 015 0.21 0.01 Amodal 0.20 0.002 0.040 18.82 -0.47 0.06 49.49
Wi 032 025 0.28 0.01 Amodal 0.28 0.001 0.029 10.06 -1.78 0.09 50.56

Legend: Sp - spring; Su - summer; Au - autumn; Wi - winter; YL - young leaves; OL - old leaves; Vmax - maximum value;
Vmin - minimum value; SE - standard error; S? - variance; S - standard deviation; CV - coefficient of variation; K - kurtosis;
A - asymmetry; ML% - mean moisture content of fresh leaves.

The vyield on dry basis of the EO of YL and OL showed small and homogeneous variances by
Bartlett's Test - ¥2 calculated (13.13) < %2 tabulated (14.07, p > 0.05; GL 71). The ANOVA showed a
highly significant F test for season (F = 39.30 **, p <0.001; GL = 3; GL Residue = 64; critical F =
4.10), stage of leaf development (F = 91.10 **, p <0.001; GL = 1; GL residue = 64; critical F = 7.05),
and also for the interaction between both the factors (F = 17.77 ** p <0.001; GL = 3; GL residue = 64;
critical F = 4.10). The experiment showed general mean of 0.33% (CV 16.98%), which corresponded
to 0.17% yield on wet basis with medium moisture content in fresh leaves of 52.25%. The average
yield (Tukey test p 0.05) was statistically different for the seasons, being 0.45 (a), 0.33 (b), 0.25 (c)
and 0.32% (b); with less significant difference (LSD) of 0.05 for Sp, Su, Au and Wi, respectively, as
well as for the stages of the leaves, with 0.40 (a) for YL and 0.27% (b) for OL — with LSD of 0.03.
Differences were also observed for the interactions between both the factors, with averages of 0.60
(@A), 0.38 (bA), 0.28 (cA) and 0.35% (bcA) for the interaction of YL with Sp, Su, Au and Wi, and
0.30 (aB), 0.28 (abB), 0.21 (bB) and 0.29% (aB) for the interaction of OL and seasons described
above in the same order — being LSD of 0.07 to the stage of leaf development (capital letters), and
0.05 for the seasons (lowercase). The selective accuracy (SA) obtained was 0.99 for the factors 1 and
2, and 0.97 for the interaction between them, being classified as very high, despite the CV% obtained
be considered medium.

The average yield of EO on wet weight (0.17%) was similar than those observed to date for this
species growing in Sdo Paulo, 0.11 - 0.18% for the samples collected in February and August 2007,
respectively (Romoff 2010). The dried yield obtained in this work (Table 1) was superior than that
observed by Apel et al. (2006) for trees collected in Cananéia, SP (0.10%). These discrepancies could
be attributed to different populations compared and/or to biotic and abiotic factors (Gobo-Neto and
Lopes 2007). Considering the yield described by Tondolo et al. (2013) obtained in Sp (November
2010) from trees belonging to the same population of Santa Maria, RS, the average did not differ from
the yield observed in this work for the same season (2010/2011). In this period different phenological
events occurred for the evaluated specimens, which frequently caused variability in EO observed
(Lamien-Meda et al. 2010). However, the avarage reported by Tondolo et al. (2013) was superior to
the results obtained in the work for Su, Au and Wi.

Analysis of the major chemical composition of the essential oil

Eight major constituents, common to all the samples of EO of YL and OL, were observed in each
season, representing an average of 83% of the total composition (Tables 2 and 3). Constituents that
were not found in all the samples of EO, the unidentified compounds, or the trace constituents have
not been presented here.
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Table 2. Major constituents common to all samples of EO of young leaves of Nectandra
megapotamica collected in the four seasons of the year at Morro do Elefante, Santa Maria,

RS, Brazil.
LRI Content (%)
Constituents ---- Spring ---- ---- Summer ----  ---- Autumn ----  ---- Winter ---- M
-- Exp.* -- Lit. Trl Tr2 Tr3 Tr4 Tr5 Tr3 Tr6 Tr7 Tr8 Tr9 Trl Tr4
a-Pinene™ 929 935 932N 330 442 225 209 31.1 330 347 186 11.1 145 205 174 251
Bicyclogerm> 1495 1501 1500 7.9 6.0 32.3 385 238 365 209 263 333 258 202 233 246
B-Pinene™ 971 975 974N 183 221 130 146 196 121 223 134 59 7.3 100 138 144
Germ. D° 1479 1484 1483N 49 29 114 123 100 90 56 123 103 86 108 110 9.1
Limonene™ 1024 1028 1022M 85 98 38 31 37 33 53 52 26 30 40 48 48
Caryophyllene® 1417 1421 1420N 21 07 16 13 24 10 20 34 21 18 52 30 22
B-MirceneM 987 992 991N 59 59 17 04 07 16 04 09 14 18 27 09 20
Eucalyptol™ 1025 1029 1029N 27 19 05 03 06 03 01 07 03 04 07 05 08
Monoterpenes 684 839 415 393 557 503 62.8 388 21.3 27.0 37.9 374 470
Sesuiterpenes 149 9.6 453 521 362 465 285 420 457 36.2 362 373 359
Total 833 935 868 914 919 968 91.3 80.8 67.0 632 741 747 829

Legend: LRI — Linear Retention Index; Exp. — experimental data; * - LRI amplitude obtained for the samples; M - Average
percentage of the constituents in all samples; Lit. - literature data; N - NIST (2005); A - Adams (2001); Tr — sampled Tree;
Bicyclogerm. — bicyclogermacrene; Germ. D — germacrene D.

Table 3. Major constituents, common to all samples of EO of old leaves of Nectandra megapotamica
collected in the four seasons of the year at Morro do Elefante, Santa Maria, RS, Brazil.

Content (%)

Constituents LRI ---- Spring ---- ---- Summer ----  ---- Autumn ----  ---- Winter ---- M
-- Exp.* -- Lit. Trl Tr2 Tr3 Tr4 Tr5 Tr3 Tr6 Tr7 Tr8 Tr9 Trl Tr4

o-PineneM 929 935 932N 378 424 304 293 362 391 416 215 115 151 156 158 28.0
Bi(:yclogerm.S 1495 1502 1500 5.2 74 413 214 239 312 158 245 260 249 208 251 223
B-Pinene™ 972 975 974Y 203 230 13.0 206 249 152 260 154 65 7.8 94 130 163
Germ. D® 1479 1484 1483Y 2.6 29 51 76 57 58 33 88 114 72 109 113 6.9
Limonene™ 1024 1028 1022N 92 100 24 48 38 38 53 57 29 31 44 46 50
CaryophylleneS 1417 1421 1420N 14 08 06 18 12 08 13 30 30 17 53 30 20
B-Mircene™ 988 992 988" 61 54 07 08 05 18 05 10 15 18 27 08 20
Eucalyptol™ 1027 1029 1029 19 08 02 07 03 01 01 07 03 03 05 04 06
Monoterpenes 753 81.6 46.7 56.2 65.7 600 735 443 227 281 326 346 5138
Sesquiterpenes 9.2 111 47.0 308 30.8 378 204 36.3 404 338 37.0 394 312

Total 845 927 937 87.0 965 97.8 939 80.6 63.1 61.9 696 74.0 83.0

Legend: LRI — Linear Retention Index; Exp. — experimental data; * - LRI amplitude obtained for the samples; M - Average
percentage of the constituents in all samples; Lit. - literature data; N - NIST (2005); A - Adams (2001); Tr — sampled Tree;
Bicyclogerm. — bicyclogermacrene; Germ. D — germacrene D.

A decrease in the percentage of monoterpenes, represented by a-pinene, B-pinene, and limonene was
observed due to the change of the season from Sp toward Wi, while the opposite behavior was
detected for the sesquiterpenes bicyclogermacrene and germacrene D in the EO of YL (Fig. 1a and 2a)
and OL (Fig. 1b and 2b). The behavior of the monoterpenes was described by the linear equations,
which presented high coefficients of determination (R?) in most cases, showing the seasonal influence
on the chemical composition of the EO of both YL and OL. Noteworthy was the fact that the behavior
of the sesquiterpenes bicyclogermacrene and germacrene D was described by the polynomial
equations, since they showed elevated percentages in Sp, reaching a peak (MTE) between Su and Au
and decreased with the arrival of Wi.
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Legend: Sp — spring; Su — summer; Au — autumn; Wi — winter; MET — maximum technical efficiency.
Figure 1. Seasonal variability of the major constituents of the essential oils of Nectandra
megapotamica in young leaves-YL (1.A) and old leaves-OL (1.B) collected in Santa
Maria, RS, Brazil.
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Legend: Sp — spring; Su — summer; Au — autumn; Wi — winter; MTE — maximum technical
efficiency; Mono — monoterpenes (except 3-mircene and eucalyptol); Sesqui — sesquiterpenes
(except Caryophyllene).
Figure 2. Seasonal variability of the major constituents of the essential oils of Nectandra
megapotamica grouped into classes: monoterpenes and sesquiterpenes in young leaves-
YL (2.A) and old leaves- OL (2.B) collected in Santa Maria, RS, Brazil.

The chemical composition of EO analyzed differed in relation to the works already performed with the
EO of this species (Apel et al. 2006; Romoff et al. 2010). The proportion of different constituents
could be related to the phenology and environmental conditions (attracting pollinators and seed
dispersers, defense and protection against herbivores and microorganisms, among others). However,
there were no significant differences in the chemical composition of EO in relation to seasonality. Yet,
for the other genera of Lauraceae, several studies have analyzed the infuence of seasonality and/or
phenological stage on income and/or chemical composition of the EO. According to Marchetti et al.
(2006), the best yield of EO in the leaves of Cryptocarya mandioccana Meisner occurred in the
reproductive phase compared to other phases of development. Li et al. (2013) observed large
variations in the yield of EO of Cinnamomum cassia Presl., from 0.54 to 2.12%, in the leaves under
different stages of development.

Leaves of rosewood, Aniba roseodora Duckei Kosterm, collected monthly in the Amazon Forest,
Forest Reserve Ducke - INPA, Manaus-AM showed strong dependence on the yield of EO to the
season, dry or wet, with lower yields in rainy season (Araujo et al. 2013). According to the authors,
the water solubilized linalool, oxygenated monoterpenoid and major component, eliminating it from
the EO producing cells due to rapid internal circulation of water in the tree. The other factor
considered was the age of the leaves; the older the leaves, the lower the content of linalool presented.
For leaves of Aniba duckei, also collected in the Reserve Ducke, Cunha (2011) observed higher
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content of linalool (76.69/62.40%) and yield of EO (1.84/1.59%) for two samples obtained in the dry
season (April and September) when the change of leaves and fruiting of the species occur, in
comparison to the rainy season (November to February) when flowering takes place (60.38/56.26%
linalool and 1.40/1.21% of EO). Leite et al. (2001) also observed the occurrence of high linalool
content in YL of this species, 73-78%, higher values than the OL. Chantraine et al. (2009) studied the
EO of A. roseodora in French Guiana and correlated the variation in the yield of EO to the organ of
the tree, age, season, phenological stage, and geographic location. Castellani et al. (2006) found
seasonal variation in the production of EO of Ocoteia odorifera, recommending the collection of
leaves and twigs in the Sp because they had income of 0.86 and 0.83%, respectively.

The highest yield (1.13%) of EO of Laurus nobilis L. obtained from its dry above the ground collected
in northwestern Iran was observed during the flowering, in September (Verdian-Rizi 2009). There was
no significant variation in the chemical composition at different phenological stages (vegetative
period, anthesis, peak flowering period and with the presence of seeds in plants), but the monoterpenes
predominated at all stages evaluated, in the order of 70%. Therefore, the results of this work along
with the data described in the literature indicated that the species of Lauraceae could show seasonal
variation in yield and chemical composition of EO as well as suffer influence of the age of the tree or
plant organ, affecting the content of different volatile constituents synthesized.

However, literature also described the occurrence of physiological varieties in the species of
Laureaceae, such as in canela-sassafras (Ocotea odorifera (Vell.) Rowher), which in the cold weather
of the Itajai Valley in Santa Catarina, produced safrole as the major constituent and in the tropical
climate in Rio de Janeiro produced methyleugenol and nitrophenylethane (Gotllieb 1999).

Seasonal and phenological influence

The phenological events for N. megapotamica are foliation, flowering, fruiting, rustification, and rest.
Foliation, flowering and fruiting occur in the Sp. The buds emerge between late Au and early Wi,
while in early Sp, the opening of flowers and leaf senescence take place with the formation of fruits
between the end of this season and early Su (Souza and Moscheta 2000; Aliberti and Morellato 2010;
Vogel et al. 2012). The fruits ripen in Su (Krugel et al. 2006), while the YL grow. In the Au,
the rustification of these leaves occursto withstand the rigors of Wi, where there is vegetative
rest with differentiation of axillary buds in flower buds at the end of this season.

At the times of collection, it was observed that the events did not occur alone, and no control of the
season on the phenology occurred, i.e., a given event might start at a season and extended over others,
although the stimulus for the induction of the same was related to the changes in climate. There is a
demand for energy obtained from the metabolism, which is stimulated by the light that overcomes the
forest canopy, favored by the deciduousness of some species in the Sp. Senescence of the leaves of N.
megapotamica in Seasonal Deciduous Forest takes place between August and December (Vogel et al.
2012). This could explain the difference in the yields of EO between YL and OL at this season, where
there was probably a reallocation of resources from OL to other organs of the tree. In the Au, another
factor that could have contributed to the lower yield observed was the change in the characteristics of
light and solar radiation, compared to Sp and Su. According to Li et al. (1996), luminosity lower rates
are associated with the reduction in the content of EO and may also influence their chemical
composition. Zanon et al. (2013) analyzed the photoperiod (number of hours with natural light
throughout the day) for Santa Maria-RS from August 25", 2010 to June 16", 2011, period that
includes Sp, Su, Au and Wi. According to the authors, the photoperiod was longer in Sp (12.1-14.9 h
light per day, mean 13.2 h day™) when compared to Wi (13.7-11.1 h day™, mean 12.5 h day™), which
is the season where the highest and lowest mean incomes for the OE de N. megapotamica were
observed.

In plants, terpenes act as phytoalexins, insect repellents, pheromones, plant hormones, signaling
molecules, allelochemicals, agents of pollinic attraction, and defense against herbivores (Harbone
1993; Burt 2004). Between the two major classes of constituents detected in the EO analyzed,
monoterpenes were smaller molecules of lower density and higher volatility, which facilitated their
diffusion (Bandoni and Czepak 2008). These properties explain their role in attracting the pollinators
(Oliveira et al. 2003). However, along with the sesquiterpenoids, they also help to protect the plant in
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direct defense against the herbivores and indirectly in attracting the predators or parasitoids (Keeling
and Bohlmann 2006; Mumm and Hilker 2006; Xiao et al. 2012). Hoskovec et al. (2005) demonstrated
the high volatility of a-pinene compared to other compounds, which resulted in a high diffusion
capacity in the environment. However, sesquiterpenes are larger, denser and less volatile molecules
than the monoterpenes, which often have protective functions, such as the antimicrobial action of
bicyclogermacrene (Cysne et al. 2005), and the fungitoxicity of germacrene D (Fach et al. 2002),
among others. However, these classes of terpenic compounds may have structural and functional
similarities because they have the same biosynthetic origin (mevalonate pathway in chloroplasts and
via the deoxy-xylulose-5-phosphate in the cytoplasm) and are formed through the action of enzymes
called terpene synthases (Taiz and Zeiger 2004; Degenhardt et al. 2009). The synthesis of
monoterpenes requires fewer precursors as well as less enzymatic activity and energy in relation to
sesquiterpenes. Thus, plants regulate the synthesis of terpenes in terms of their development and
environment, where the space occupation during the growth may be related to greater metabolic
efficiency and the need for defense and protection. These needs are initially performed by
monoterpenes of higher volatility, which are widespread in the airspace surrounding the plant (Baby et
al. 2010).

The relocation of resources from other plant organs for the structures on growing (YL and fruits)
and/or with reproductive functions (inflorescences, flowers and seeds) is a common event during
vegetative development of the plants, which occurs in Sp and Su for N. megapotamica. Thus, it would
be reasonable to use the energy available to synthesize, for example in the leaves, monoterpenes,
which require lower energy for their synthesis, and can also perform similar functions to the
sesquiterpenes, such as protection and defense that would require greater energetic cost. This might
have occurred in OL, which produced less sesquiterpenes and more monoterpenes compared to YL.
The switch between a-pinene and bicyclogermacrene as major compounds in the sampled trees seems
not to be of genetic nature because the three individuals recollected in different seasons showed
similar variation to that observed in the EO for the other individuals sampled, indicating a
physiological variability. However, the analysis of genetic variability of the sampled trees was not
performed. Thus N. megapotamica could be classified in the group of aromatic species that presented
large genetic variability and physiological activities. These individulas may be responding differently
to the prevailing environmental conditions, with qualitative and quantitative alterations in secondary
metabolites, which hinders to obtain a standardized composition (Passinho-Soares et al. 2006). A
similar event occurs in the population of C. mandiocanna in the Atlantic Forest, which in the southern
coastal region of S&o Paulo shows predominance of germacrene D and bicyclogermacrene in its EO.
However, there is a predominance of the synthesis of germacrene D also in the northern growing
population. According to Telascrea et al. (2007), this is due to the pressure of environmental and/or
ecological selection, characterizing a chemical adjustment to the prevailing environmental conditions.

CONCLUSION

Young leaves produced more essential oil (0.40%) compared to OL (0.27%). Both were more
productive in Sp (0.59 and 0.30%), recommended season to collect plant material. Monoterpenes were
most abundant in Sp and Su (56.87%) during the growth and reproduction, whereas sesquiterpenes
showed higher concentrations in Su, Au and Wi (34.66%), i.e., during the growth of YL, rustification
and rest. The largest discrepancies between mono and sesquiterpenes were observed in OL. The
observed variability could possibly be related to the adaptation of individuals to environmental
conditions as well as to the needs of the plant.
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Resumen

Este trabajo describe la variabilidad quimica del aceite esencial (AE) de N. megapotamica, utilizando
analisis multivariado. Se colectaron hojas de tres individuos en una poblacion en Santa Maria, Brasil,
en cada estacién durante un afio y se clasificaron en hojas jovenes y viejas. Los AE se obtuvieron por
hidrodestilacion y la composicion quimica fue determinada por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. Se realizé un andlisis de agrupamiento jerarquico para formacion de grupos
guimicos (GQ) y analisis de componentes principales (ACP) para verificar cuales constituyentes
influenciaron la formaciéon de grupos. Inicialmente se observaron dos agrupamientos en el
dendrograma debido a concentraciones de a-pineno y biciclogermacreno, constituyentes mayoritarios.
En el segundo corte se discriminaron cinco GQ, siendo este también el nimero de componentes
principales con valores propios superiores a 1. Los isomeros de asarona se observaron solamente en el
AE de dos individuos (GQ5), constituyendo los principales elementos de diferenciacion.

Palabras clave: variabilidad poblacional, analisis multivariado, terpenoides, fenilpropanoides,
Nectandra megapotamica.

Abstract

This work describes the chemical variability of the essential oils (EO) of N. megapotamica using
multivariate analysis. Leaves of three individuals of a population in Santa Maria-RS were collected
per season for a year, and classified into young and old. The EO were obtained by hydrodistillation
and the chemical composition was determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC/MS). Cluster analysis (HCA) were performed for formation of chemical groups (CG), and
principal component analysis was done (PCA) to determine which constituents influenced the
formation of groups. Initially, two clusters were observed in the dendrogram, due to the concentration
of a-pinene and bicyclogermacrene, major constituents of the EO. The second section showed five
different CG, which is also the number of principal components with eigenvalues greater than 1. The
occurrence of isomers of asarone was observed only in EO of two individuals (CG5), containing the
main elements of differentiation.

Keywords: population variability, multivariate analysis, terpenoids, phenylpropanoids, Nectandra
megapotamica.
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INTRODUCCION

Los aceites esenciales (AE) constituyen un producto no maderero importante para la generacion de
renta, y pueden contribuir con la conservacion de bosques por medio del manejo y uso sostenible.
Varias especies arboreas nativas de América del Sur poseen potencial para la produccion de AE,
destacandose representantes de las familias Asteraceae, Myrtaceae, Myristicaceae, Lauraceae,
Lamiaceae, Piperaceae, Rutaceae y Verbenaceae, entre otras. La familia Lauraceae posee 50 géneros y
entre 2500 a 3000 especies, con representacion dominante en América y Asia, con informes también
en Australia, Madagascar y de forma mas dispersa en Africa Central (Rohwer y Kubitzki, 1993). S6lo
en Brasil, esta familia esta representada por 19 géneros y cerca de 390 especies (Ceolin et al., 2009),
con los géneros Aniba, Nectandra, Ocotea y Licaria que tienen el mayor numero de especies
aromaticas (Marques, 2001). EI género Nectandra Rol. ex Rottb posee 43 especies brasileras, con una
gran diversidad en los bosques Amazénico y Atlantico (Baitello et al., 2003).

Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez, ilustra el comportamiento de gran parte de las especies de
esta familia en lo que se refiere a su distribucion en América del Sur, las cuales se conocen en
Argentina, Paraguay, Uruguay, en las regiones sur, sureste y centro-oeste de Brasil (Lorenzi, 2002;
Baitello et al., 2003; Grela y Brussa, 2003; Carvalho, 2006; Zanon et al., 2009). Esta especie se
destaca por ser una de las méas frecuentes y caracteristicas de los bosques de la ladera meridional de la
Serra Geral en Rio Grande do Sul (Machado y Longhi, 1993; Farias et al., 1994). Su nombre genérico,
Nectandra, proviene del griego néctar (néctar) y anér (hombre) y el epiteto especifico megapotamica
se deriva del griego méga (grande) y potamds (rio), en referencia al estado Rio Grande do Sul
(Pedralli, 1986). En tupi-guarani es conocida como cad-ema que significa “arbol de olor” (Longhi,
1995).

En la medicina popular, las hojas de N. megapotamica se utilizan en el tratamiento de tos, gripe y
como calmante (Alves et al., 2008). La cascara de esta especie se usa como analgésica y
antirreumatica (Silva Filho et al., 2004) y en abscesos (Alves et al., 2008). Las raices poseen
propiedades analgésicas y antiinflamatorias (Mello et al., 2005). Para algunas preparaciones a base de
esta especie, se comprobaron diferentes actividades bioldgicas, como inhibicidn de las actividades
hemoliticas, coagulantes y proteoliticas del veneno de Bothrops diporus (Torres et al., 2014), efecto
anestésico en Centropomus parallelus (Tondolo et al., 2013), actividades antiflngica y antimicrobiana
(Brito, 2009), antiinflamatoria y antitumoral (Apel et al., 2006).

La especie presenta una serie de metabolitos secundarios bioactivos descritos en la literatura, como
neolignanos hexahidrobenzofuranicos y tetrahidrofuranicos obtenidos de extracto etanélico de hojas,
para las cuales fue detectada una accion antagdnica del FAP (factor de agregacion plaquetaria) y
presentaron actividad contra Trypanosma cruzi (de Luca et al., 2004). Algunos lignanos
tetrahidrofuranicos demostraron actividad leishmanicida, tales como machilina G y veraguensina, y
actividad antimalarica contra Plasmodium falciparum, a ejemplo de la calopeptina. Adicionalmente,
estos lignanos no presentaron citotoxicidad para células de mamiferos (da Silva Filho et al., 2008).
Hay relatos también de la ocurrencia de alcaloides para Nectandra saligna Nees, sinonimia botanica
de N. megapotamica (Lorenzi, 2002), tales como la ocoteina (Baralle et al., 1972). La presencia de
fenilpropanoides en la especie fue descrita por Garcez et al. (2009), que obtuvieron cuatro
constituyentes en extracto etandlico de las cascaras del tronco, elemicina, isoelemicina, (+)-eritro-1-
(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2-propanodiol e (x)-treo-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2-propanodiol, y relataron
actividad antifangica in vitro de los mismos. En la naturaleza N. megapotamica desempefia
importantes funciones ecolégicas, entre ellas se destaca el proveer de alimento a animales frugivoros
como aves (Krugel et al., 2006).

Estudios sobre la composicion quimica de los AE de diferentes especies vegetales mencionan una gran
variabilidad ocasionada por factores enddgenos y exogenos (Barra, 2009). Datos con estas
caracteristicas se pueden analizar a traves del andlisis multivariado (Mardia et al., 1994; Telascrea et
al., 2007; Subki et al., 2013). El objetivo de este trabajo fue estudiar la variabilidad de la composicion
quimica del AE de hojas de N. megapotamica de acuerdo al siguiente disefio experimental: dos fases
de desarrollo, clasificadas como jovenes y viejas, recolectadas en diferentes individuos (tres por
estacion), en un periodo de un afio (cuatro estaciones), en una poblacién de un fragmento forestal en
Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, por medio de analisis multivariado.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de recoleccion y material vegetal

Se recolectaron hojas de nueve arboles adultos de N. megapotamica en el Bosque Estacional Deciduo
(Floresta Estacional Decidual — FED) (IBGE, 2012), en la base del Morro do Elefante, Santa Maria,
Rio Grande do Sul, Brasil. Con el objetivo de verificar si habia variabilidad estacional en la
composicion quimica del AE, las hojas de estos arboles fueron recolectadas en cuatro estaciones del
afio (primavera, verano, otofio y invierno), con un total de 12 recolectas realizadas. Para conformar el
total de recolectas los arboles 1, 3 'y 4 se utilizaron dos veces en diferentes estaciones (tablas 1 y 2).
Los arboles fueron localizados utilizando un GPS de navegacion, entre 29° 40’ 43” y 29° 40’ 51”
latitud sur y entre 53° 43’ 08” y 53° 43’ 16” longitud oeste, con altitud entre 114 y 172 m. El clima es
del tipo Cfa, subtropical himedo (EMBRAPA, 2011), con temperatura media anual entre 17,9 y
19,2 °C, precipitacién distribuida regularmente durante el afio, alcanzando 1691 mm. En la localidad
predominan asociaciones de suelos de la unidad Charrua: Neossolos Regoliticos Eutroficos 1épticos
con suelos de la unidad Ciriaco degradada, Cambissolos Héaplicos Eutréficos tipicos y Luvissolos
Haplicos tipicos (Streck et al., 2008).

La especie fue identificada por el Prof. Dr. Solon Jonas Longhi, y un ejemplar o exsicata fue
depositada (SMDB numero 13107) en el Herbario del Departamento de Biologia de la Universidade
Federal de Santa Maria. Las recolectas fueron individuales y la extraccion fue en triplicado para cada
uno de los tres arboles muestreados durante las cuatro estaciones evaluadas, realizadas entre las 9y 11
horas de la mafiana, en el periodo de noviembre/2010 a septiembre/2011. Las hojas fueron clasificadas
en hojas jovenes (HJ) y viejas (HV) de acuerdo con su posicion e insercion en las ramas, nudos y
separacién entre nudos, color, tamafio, textura y deposicién de particulas en la superficie adaxial,
siendo descartadas las que presentaron necrosis, color amarillento, ataque de insectos, sefiales de
deficiencia nutricional, entre otros problemas.

Obtencién del AE y analisis de la composicién quimica

Los AE se obtuvieron por hidrodestilacion durante tres horas, en triplicado, de acuerdo con la metodologia
descrita por Sartor (2009), en un sistema tipo Clevenger, con manta de calentamiento y balones de vidrio de
5000 mL, con 500 g de hojas frescas fraccionadas Y tres litros de agua destilada. Los AE se almacenaron en
frascos de vidrio &mbar, a -4°C en ausencia de luz.

La composicién quimica se obtuvo por cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas
(CG/EM), en cromatégrafo Agilent 6890N y detector de masas 5973. Previo a la inyeccién de las
muestras, los AE se diluyeron en n-hexano para cromatografia gaseosa SupraSolv® - Merck (1:1000).
Se utilizé la relacion de division (Split) de 1:100 y como método de ionizacién el de impacto
electronico a 70 eV. Los parametros de los analisis fueron: columna capilar de silice fundida HP-5MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um); volumen de inyeccién 1,0 puL; gas portador Helio, a 1,3 mL min™;
temperaturas del inyector y detector, 250° y 320°C, respectivamente, con programacion desde 40 hasta
320°C, a una rata de calentamiento de 4°C min™, y tiempo de espera de 4 minutos. La temperatura de
la linea de transferencia fue de 250°C. Para la identificacion de los componentes se consideraron dos
pardmetros: las diez primeras substancias sugeridas por el banco de datos con modelo de
fragmentacion del espectro de masas semejante al del componente en andlisis (NIST Mass Spectral
Search Program, version 2.0), y también por comparacion de los indices de Kovats (1K) con el banco de
datos del equipo (NIST, 2002) y datos de la literatura (ADAMS, 2001). Para el analisis cuantitativo, la
composicion porcentual de las muestras se calculd por la integracion del &rea de las sefiales de los
cromatogramas obtenidos.

Analisis multivariado

Para la definicion de los grupos quimicos con los datos de la composicion de los AE, se utilizaron
técnicas multivariadas: analisis de agrupamiento jerarquico (AAJ), con la distancia euclidiana como
medida de similitud, con dendrograma horizontal obtenido por el método Ward, y andlisis de
componentes principales (ACP), para verificar cudles variables (constituyentes) influenciaron la
formacion de los grupos (Lattin et al., 2011; Ferreira, 2008; Mardia et al., 1994). Para efecto de
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analisis, cada muestra de AE fue considerada como un “caso” y cada constituyente como una “variable
descriptora”. Los analisis fueron realizados utilizando el programa Statistica 7°.

RESULTADOS

En las doce muestras analizadas en el AE de las hojas jovenes (HJ) se observaron 67 constituyentes y
en las hojas viejas (HV) su numero alcanzd a 79 componentes (Tablas N° 1y 2).

TablaN° 1
Composicion quimica de los AE de HJ de Nectandra megapotamica colectadas en Santa Maria-RS

Valores (%)

c Estaciones --- Primavera--- ---- Verano ---- ---- Otofio ---- --- Invierno ---
onstituyentes M

Recolectas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- IKExp. - IKLit.|Arl Ar2 Ar3 Ard Ar5 Ar3 A6 Ar7 Ar8 Ar9 Arl Ar4
a-Pineno™ 929 935 932N[330 442 225 209 31,1 33,0 347 186 11,1 145 205 17,4 251
Canfeno™ 942 946 943N| 11 15 02 04 04 03 02 04 05 07 06 06
NI1 960 0,1 01
B-Pineno*™ 971 975 974N|183 22,1 130 14,6 196 121 223 134 59 7,3 10,0 138 144
B-Mirceno™ 987 992 991Nl 59 59 17 04 07 16 04 09 14 18 27 09 20
Limoneno™™ 1024 1028 1022N| 85 98 38 31 37 33 53 52 26 30 40 48 48
Eucaliptol® 1025 1029 1029MN| 2,7 19 05 03 06 03 01 07 03 04 07 05 07
B-E-Ocimeno™ 1036 1039 1040M| 1,0 02 02 04 02 03 05 05 04
B-Z-Ocimeno™ 1045 1050 1047M| 6,4 0,3 1,1 1,0 03 26 15 21 30 26 21
1-Terpineno™ 1057 1058 M 0,2 0,2
Terpinoleno™ 1084 1087 1085N| 06 0,6 o1 03 01 02 04 02 02 03 04 0,3
B-LinalolM® 1098 1100 1099N 31 01 03 0,8 03 09
Terpineol™ 1175 1177 1176M 03 01 01 02
o—Terpineol™° 1188 1191 1190M 0,2 01 02
NI2 1328 01 01
5-Elemeno™ 1335 1338 1337MN| 04 02 24 03 07 04 03 09 10 08 05 09 07
o-Cubebeno™ 1349 1350 1345V 02 01 01 01 0,1
Ciclosativeno™® 1364 1365 13714 01 01 0,1
Copaeno'™ 1374 1377 1376N| 1,5 01 07 16 23 21 24 3203 16
B-Bourboneno™® 1384 1385 1384N 02 04 03 0102 03
B-Cubebeno™ 1388 1392 1391N| 0,3 0,3 03 08 10 1,0 08 0,7
B-Elemeno™® 1390 1393 1392N| 05 03 04 02 02 06 04 04 05 09 04
NI3 1410 0,1 0,1
Metil eugenol” 1404 14044 03 03
Tabla 1 continda en la proxima pagina
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Valores (%)

Estaciones --- Primavera --- ---- Verano ---- ---- Otofio ---- --- Invierno ---
Constituyentes M
Recolectas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- IKExp.-- IKLit.| Arl Ar2 Ar3 Ard Ar5 Ar3 Ar6 Ar7 Ar8 Ar9 Arl Ard

o-Gurjuneno™ 1408 1409V 03 03
Cariofileno® 1417 1421 1420M| 21 07 16 13 24 10 20 34 21 18 52 30 22
B-Copaeno*'® 1428 1430 1432° 02 02 02 02 02 02
-Elemeno™ 1433 1439 1434" 02 03 02 02
Alo-Aromadendreno™ 1436 1440 1434 0,2 01 03 03 03 03 02
a-Cariofileno®® 1451 1456 1454M| 11 02 04 21 14 16 16 29 06 13
a-Amorfeno*s 1478 1475" 0,1 01
B-Farneseno*® 1459 1459 2,5 2,5
Aromadendreno*® 1459 1463 1463"| 0,2 33 02 02 02 02 07 05 07
Germacreno D 1479 1484 1483™| 49 29 114 123 100 90 56 123 103 86 108 110 91
o-Selineno™® 1488 1489 1488N| 11 2,2 1,6
Biciclogermacreno™ 1495 1501 1500%| 7,9 6,0 32,3 385 23,8 365 209 26,3 333 258 20,2 233 246
B-Bisaboleno™ 1504 1512 1506° 3,4 0,1 05 04 04 05 09
N14 1507 1507 0,2 0,6 0,4
NI5 1516 0,2 0,2
1-CadinenoH 1512 1513" 03 03
5-Amorfeno™ 1515 1515 1512”4 03 03 0,3
Cubebol " 1515 1516 1515 03 03 03
3-Cadineno™® 1521 1528 1526M| 1,7 03 05 02 27 19 21 21 41 10 16
E-Cadina-1,4-dieno"™ 1533 1534 1535% 01 01 01 01
E-y-Bisaboleno™® 1539 15354 1,7 1,7
Silfiperfol-5-en-3-0l A®® 1558 1560 1560°| 0,2 0,7 0,4 0,5
Elemicina” 1559 1558 75 75
E-Nerolidol*° 1564 1573 1563”| 0,5 05 06 04 29 30 13 23 14
E-lsoelemicina®® 1566 1567 1570” 37 01 1,9
Longicanfenoleno®™® 1567 1568 1564 01 01 02 01
Espatulenol®° 1576 1580 1579 04 02 15 09 11 07 08 08
Isovalerato de nerilo®® 1578 1584 A 0,1 0,1
NI6 1589 0,2 0,2
Globulol*® 1582 1597 1585N| 0,2 02 03 03 02 08 09 07 06 09 05
Viridiflorol*® 1590 1605 1595M| 0,2 02 04 02 02 06 07 05 03 06 04
NI7 # 1602 1602 03 07 05
NI8 1602 1605 02 03 03 03 05 03
NI9 1612 1615 01 02 0,1 0,1
Z-Asarona’ 1624 1624 1617% 10 09 1,0
1-Epi-Cubenol*° 1630 1631 1629° 02 02 01 02 0,2
7-Muurolol*° 1644 1651 1643 01 02 04 03 03 03 0,3

Tabla 1 continda en la préxima pagina
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Valores (%)

Constituyentes Estaciones --- Primavera--- ---- Verano ----  ---- Otofio ---- M

Recolectas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- IKExp.-- IKLit.| Arl Ar2 Ar3 Ar4d Ar5 Ar3 Ar6 Ar7 Ar8 Ar9 Arl Ar4
t-Cadinol®® 1642 1642 05 05
3-Cadinol*° 1648 1646N 0,1 0,1
a-Cadinol*° 1655 1663 1657" 02 02 0.2 0,5 05 10 04
NI10 @ 1657 1657 91 119 10,5
E-Asarona’ 1684 1684 1676" 31 31 3,1
NI11 1691 1693 10 11 02 08
Total identificado 100 99,9 100 994 994 100 99,8 99,7 89,3 86,3 990 99,3 97,7

Numero de Picos 24 17 12 29 31 18 22 38 39 37 39 39
Hidrocarburos Monoterpénicos (HM) 74,7 84,6 409 405 57,0 50,6 63,4 418 233 29,8 416 409 491
Monoterpenos Oxigenados (MO) 27 54 05 04 09 11 01 O07 03 04 08 10 12
Hidrocarburos Sesquiterpénicos (HS) 184 91 57,0 52,1 36,8 46,3 31,7 47,1 52,1 429 443 39,8 39,8
Sesquiterpenos Oxigenados (SO) 42 07 16 28 47 21 46 101 96 9,2 123 98 6,0
Fenilpropanoides (F) 00 00 00 37 01 00 00 00 134 16,7 00 7,8 35
No Identificados (NI) 00 01 00 06 04 00 02 03 13 11 10 0,7 05

Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Leyenda: 1K Exp.*- Amplitud del Indice de Kovats experimental para 12 observaciones; IK Lit. - Indice de Kovats de la
literatura; Ar - arboles recolectadas; M - media; # - Fenilpropanoide con perfil de fragmentacion semejante al de Z-asarona; @

- Fenilpropanoide con perfil de fragmentacion semejante al de E-asarona; N - NIST, 2002; A - ADAMS, 2001.

El AE de hojas en las dos fases de desarrollo presenté como constituyente mayoritario el a-pineno,
con porcentajes medios de 251 y 28,0% para HJ y HV, respectivamente, seguido de
biciclogermacreno (24,6 y 22,2%), B-pineno (14,3 y 16,2%) y de los derivados de la asarona,
codificados como NI10 @ y NI15 @ (10,5 y 10,7%). También se encontrd germacreno D, elemicinay
limoneno en cantidades significativas tanto en HJ como en HV, con el primero como el méas abundante
en el AE de HJ, mientras que en las HV la segunda predomind.

De los siete constituyentes citados anteriormente, sélo los derivados de la asarona codificados como
NI10 @, NI15 @ y elemicina estaban ausentes en la mayoria de las muestras analizadas, excepto en
las muestras de las recolectas 9 y 10, donde se detectaron los dos primeros constituyentes, y en la
recolecta 12 para la tercera, obtenidas a finales de otofio y durante el invierno. Estos componentes son
derivados de estructura fenilpropanoide, al contrario de los demas constituyentes mayoritarios, que
poseen una estructura terpenoide.

Otro aspecto que Ilama la atencion es el hecho que ocurri6 una alternancia entre el monoterpenoide a-
pineno (10 carbonos) y el sesquiterpeno biciclogermacreno (15 carbonos), como constituyente
principal en el AE de HJ y HV, entre las 12 recolectas realizadas con los nueve arboles muestreados.
En las recolectas 1, 2, 5y 7 el a-pineno fue el constituyente mayoritario, tanto en HJ como en HV; ya
en las recolectas 3, 4, 8, 9, 10 y 12 el biciclogermacreno fue detectado como componente mayoritario,
tanto en HJ como en HV. Por lo tanto, ocurrié una alternancia en el constituyente mayoritario a lo
largo de las estaciones del afio (primavera, verano, otofio e inverno). Hubo predominio de a-pineno en
la primavera y en el verano, con medias de 30,8% y 35,9% respectivamente para HJ y HV, mientras
que el biciclogermacreno prevalecio en ele otofio y en el inverno, con media de 25,0 % para el aceite
esencial obtenido de hojas en ambas fases de desarrollo.
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Tabla N° 2
Composicién quimica de los AE de HV de Nectandra megapotamica colectadas en Santa Maria-RS

Valores (%)

Estaciones --- Primavera--- ---- Verano ---- ---- Otofio ---- --- Invierno ---
Constituyentes M
Recolectas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- IKExp.-- IKLit.| Arl Ar2 Ar3 Ard Ar5 Ar3 Ar6 Ar7 Ar8 Ar9 Arl Ard

a-Pineno"™ 929 935 932|378 424 304 29,3 362 391 41,6 21,5 11,5 151 156 158 28,0
Canfeno™ 942 946 943V| 12 16 04 03 04 03 03 04 05 06 05 06
NI1 960 0,1 0,1
B-Pineno™ 971 975 974V|20,3 230 130 206 249 152 260 154 65 7,8 94 130 163
B-Mirceno™ 987 992 991| 61 54 07 08 05 18 05 10 15 18 27 08 20
o-Terpineno"™ 1015 1012M 0,1 0,1
Limoneno"™ 1024 1028 1022V| 92 100 24 48 38 38 53 57 29 31 44 46 50
Eucaliptol™® 1025 1029 10298| 19 08 02 07 03 01 07 03 03 05 04 06
B-E-Ocimeno"™ 1036 1045 1040V| 1,3 0,3 03 06 10 04 06 04 06
B-z-Ocimeno™ 1047 1050 1047V| 79 04 04 19 07 35 1,7 22 38 23 25
1-Terpineno™ 1057 1058 1058 0,2 01 0,2
Terpinoleno™™ 1084 1087 1085M| 05 0,6 03 01 01 04 02 02 03 04 03
B-Linalol™® 1098 1100 1099" 2,1 01 04 01 02 02 05
TerpineoIM® 1174 1177 1176N 0,3 01 01 02
Z-3-Butirato de hexenila™® 1188 1184 0,2 0,2
o—Terpineol™° 1190 1190M 0,2 0,2
Bergamol™© 1258 1257M 0,2 0,2
5-Elemeno'™ 1336 1339 1337N| 02 02 04 10 02 02 07 07 08 06 09 05
a-Cubebeno™ 1349 1350 1345M 0,2 0,2 0,2
Eugenol” 1359 1356M 33 33
Ciclosativeno™ 1364 1365 1371% 01 01 0,1
Copaeno™ 1374 1377 1376"| 08 02 03 11 1,7 19 21 32 03 13
B-Bourboneno™® 1384 1385 1384 04 08 05 03 02 04
B-Cubebeno™® 1388 1392 1391V| 0,2 0,2 04 06 10 11 09 0,6
B-ElemenoH® 1391 1393 1392V| 0,3 02 05 01 04 04 03 06 09 04
Metil eugenol” 1404 1404* 03 03
NI2 1405 0,1 0,1
o-Gurjuneno®! 1409 1409N 03 03
NI3 1410 0,1 0,1
Cariofileno®® 1417 1421 1420N| 14 08 06 1,8 12 08 13 30 30 17 53 30 20
B-Copaeno''® 1428 1430 1432% 02 03 01 02 02 02
1-Elemeno™ 1433 1434N 01 01
NI4 1434 01 0,1
Alo-Aromadendreno™ 1438 1440 1434N 0,2 04 02 02 03 03 03
NI5 1445 01 0,1
a-Cariofileno®° 1451 1456 1454V| 0,7 03 02 14 10 14 15 30 06 11
B-Farneseno' 1458 1459N 1,0 1,0

Tabla 2 continda en la proxima pagina
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Valores (%)

. Estaciones --- Primavera--- ---- Verano ----  ---- Otofio ---- --- Invierno ---
Constituyentes M
Recolectas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- IKExp.-- IKLit.| Arl Ar2 Ar3 Ard Ar5 Ar3 Ar6 Ar7 Ar8 Ar9 Arl Ard

Aromadendreno®" 1459 1463 1463"| 0,2 1,1 02 02 08 05 05
NI6 1461 0,2 0,2
Germacreno D" 1479 1484 1483N| 26 29 51 76 57 58 33 88 114 72 109 113 69
o-Selineno™ 1488 1488 1488“| 0,7 2,5 1,6
Biciclogermacreno'® 1495 1502 1500°| 52 7.4 413 214 239 312 158 245 260 249 208 251 223
NI7 1501 1504 0,1 04 03
Valenceno'® 1505 1503" 0,4 0,4
B-Bisaboleno™® 1506 1511 1510V 1,3 01 05 03 06 0,6
NI8 1511 0,1 0,1
1-Cadineno* 1513 15137 03 03
5-Amorfeno*s 1515 15124 03 0,3
y-Cadinenos 1515 1516 1514" 03 05 0,4
Cubebol*° 1516 1515% 0,4 0,4
5-Cadinenos 1521 1528 1526™| 08 01 03 04 02 01 16 14 17 17 41 09 11
E-y-Bisaboleno"® 1537 1535% 05 0,5
NI9 1549 0,1 0,1
Silfiperfol-5-en-3-0l A° 1558 1561 1560 | 0,1 0,6 0,4 0,4
Elemicina’ 1559 1558* 86 86
E-NerolidolS® 1564 1566 1563"| 0,2 04 32 29 14 22 17
E-Isoelemicina’ 1566 1570% 42 42
Longicanfenoleno™° 1568 15644 01 0,1
Nerolidol*° 1573 1573 1570M 04 11 03 0,6
Espatulenol®° 1576 1581 1579" 05 05 06 22 21 18 1,7 12 13
NI110 1581 1590 03 06 04 03 0,4
Oxido de cariofileno®® 1582 1587 1583"| 0,2 02 02 1,1 11 0,6
Globulol®® 1585 1596 1587V 0,3 05 02 0,9 08 1,0 06
ViridiflorolS° 1593 1605 1595” 01 02 03 01 02 06 04 04 03 05 03
NI11 # 1602 1602 07 09 08
NI12 1603 1606 03 03 04 05 04
NI13 1612 1613 01 02 03 0,2
NI114 1616 0,2 0,2
Z-Asarona’ 1624 1624 16177 12 12 1,2
1-Epi-Cubenol®° 1630 1631 1629” 0,2 0,3 0,2
7-Muurolol*° 1640 1652 1643N 0,1 02 01 01 0,2 0,4 0,2
1-Cadinol*° 1642 16420 05 05
3-Cadinol®® 1644 1646N 0,2 0,2
a-Cadinol*® 1655 1664 1657" 02 01 02 02 02 0,4 07 10 04
NI15 @ 1657 1658 83 131 10,7
NI16 1671 1672 02 03 02
E-Asarona” 1684 1684 1676" 24 36 3,0
NI17 1689 01 01

Tabla 2 continda en la proxima pagina
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Valores (%)

Estaciones --- Primavera--- ---- Verano ----  ---- Otofio ---- --- Invierno ---

Constituyentes M

Recolectas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- IKExp.-- IKLit.| Arl Ar2 Ar3 Ard Ar5 Ar3 Ar6 Ar7 Ar8 Ar9 Arl Ard
NI18 1691 1694 10 13 01 04 07
Total Identificado 99,7 99,4 100 98,8 99,7 100 99,8 99,4 89,7 845 989 984 974

NUmero de Picos 24 25 21 30 24 17 19 43 37 33 40 38
Hidrocarburos Monoterpénicos (HM) 84,3 83,7 46,7 585 66,6 60,2 741 485 25,7 31,1 374 37,8 545
Monoterpenos Oxigenados (MO) 19 37 02 07 04 06 00 09 05 03 05 07 09
Hidrocarburos Sesquiterpénicos (HS) 109 10,6 51,2 31,2 305 375 22,1 40,2 451 395 464 41,1 339
Sesquiterpenos Oxigenados (SO) 26 14 18 42 22 18 36 99 116 90 146 99 6,1
Fenilpropanoides (F) 00 00 00 42 00 00 00 00 69 48 00 89 21
No Identificados (NI) 03 06 01 09 00 00 02 06 103 155 11 1,6 148

Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Leyenda: IK Exp.*- Amplitud del indice de Kovats experimental para 12 observaciones; IK Lit. - indice de Kovats de la literatura;

Ar - arboles recolectadas; M - media; # - Fenilpropanoide con perfil de fragmentacion semejante al de Z-asarona;
Fenilpropanoide con perfil de fragmentacion semejante al de E-asarona; N - NIST, 2002; A - ADAMS, 2001.

@ -

Los analisis AAJ para la composicion quimica del AE de HJ y HV presentan inicialmente la
formacién de dos agrupamientos, con cortes en los dendrogramas en las distancias 36 y 46 (primer
corte, Figuras N° 1 Ay B, respectivamente). En estas distancias las muestras se agruparon de acuerdo
con sus constituyentes mayoritarios, a-pineno o biciclogermacreno. Al realizar un segundo corte en las
distancias 16 y 18 de los respectivos dendrogramas se observo la formacion de cinco grupos distintos
para el AE de las hojas en ambas fases de desarrollo.

Para los AE de las HJ, la matriz de distancia euclidiana entre los casos, generada por el AAJ, indico
las mayores distancias entre las muestras HJ2 y HJ9 (48,6), HJ2 y HJ4 (43,0) y entre las muestras HJ2
y HJ10 (42,2), por lo cual estas son las composiciones mas diferenciadas. Las distancias menores se
observaron entre las muestras HJ5 y HJ7 (7,8), HJ8 y HJ11/HJ12 (8,9), HJ9 y HJ10 (9,1) y entre HJ3
y HJ4 (9,9), por lo cual estas son las composiciones mas similares. En el caso de las muestras de AE
de las HV, se observaron las mayores distancias entre las muestras HV2 y HV9 (42,8), HV1 y HV10
(40,0) y entre HV2 y HV10 (39,7). Las menores distancias se obtuvieron entre las muestras HV9 y
HV10 (8,6), HV4 y HV5 (9,9) y entre HV1 y HV2 (10,1).

Los grupos quimicos (GQ) mas proximos o de composicion mas semejante fueron el GQ4 y GQ5, y
los grupos mas distantes fueron el GQ5 y GQ1. La matriz de agrupamiento o de fusién generada por el
AAJ por el método Ward mostro distancias de 87,06 entre las muestras de los GQ1 y GQ5 y distancia
de 24,52 entre las muestras de los GQ4 y GQ5 para los AE de las HV. En el caso de los AE de HJ la
distancia entre el GQ4 y el GQ5 fue 28,54 y 76,06 entre el GQ1 y el GQ5. Esto significa que las
muestras tienen diferencias en la composicion quimica debido a la variabilidad en los valores
porcentuales de constituyentes comunes a todas las muestras (por ejemplo, a-pineno y
biciclogermacreno, entre otros), Yy debido a la ocurrencia de algunos constituyentes en muestras
especificas (por ejemplo, E-asarona y Z-asarona, entre otros), la cuales influyeron en la agrupacion
observada en los dendrogramas para muestras de AE de HJ y HV de N. megapotamica.

Las muestras de otofio e invierno fueron agrupadas en el cluster Il (primer corte) para los AE de las
HV, con excepcion de la muestra 7 que fue agrupada en el cluster I, junto con las muestras de la
primavera y el verano. El agrupamiento resultante del analisis de las muestras de HJ no diferencio
entre las estaciones del afo.



Figura N°1.
Dendrograma para el agrupamiento de las muestras de los AE de HJ (1.A) y HV (1.B) de
Nectandra megapotamica, recolectadas en Santa Maria-RS. Las elipses destacan el grupo
quimico 5 (GQ5), formado por los AE de las recolectas 9 y 10.
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Leyenda — Recolecciones por estaciones del afio (Casos): Primavera - 1, 2y 3; Verano - 4,5y 6;
Otofio - 7, 8y 9; Invierno - 10, 11y 12; GQ: grupo quimico.
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Figura N° 2

Dispersion de los casos para los AE de HJ (2.A) y HV (2.C), y de las variables para los AE de HJ
(2.B) y HV (2.D) de N. megapotamica recolectadas en Santa Maria - RS
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Leyenda — Recolecciones por estaciones del afio (Casos —2.A'y 2.C): Primavera - 1, 2y 3; Verano - 4,5y 6; Otofio - 7, 8
y 9; Invierno - 10, 11 y 12; GQ: grupo quimico; CP: componentes principales; Constituyentes en orden de ocurrencia,
conforme latabla1:1-67 (2.B)y1-79 (2.D).

Las muestras 1, 2, 5y 7 de las HJ (cluster I) presentaron a-pineno como constituyente mayoritario, con
media de 35,7% asi como 14,7% para biciclogermacreno. Sin embargo, las muestras 3, 4, 6,8, 9,10y
12 (cluster 1) presentaron el biciclogermacreno como principal constituyente, con media de 30,9%,
seguido por el a-pineno con media de 19,7%. La muestra 11 es una excepcion, ya que teniendo el a-
pineno como constituyente mayoritario (20,5%) y menor tenor de biciclogermacreno (20,2%) fue
agrupada en el cluster Il, debido a otras caracteristicas de la composiciéon quimica, como el contenido
total de sesquiterpenoides, y de monoterpenoides, que este ultimo fue menor en las muestras del
cluster 1. Para las HV, las muestras 1, 2, 4, 5, 6 y 7 (cluster I) presentaron a-pineno como principal
constituyente con media de 37,7%, seguido por biciclogermacreno, con media de 17,5%. La muestra 3
fue una excepcion ya que a pesar de tener el biciclogermacreno como constituyente mayoritario
(41,3%) y menor tenor de a-pineno (30,4%), fue agrupada en el cluster I. Sin embargo, las muestras 8,



52

9, 10, 11y 12 (cluster Il) presentaron el biciclogermacreno como constituyente principal con media de
24,2% y 15,9% de a-pineno.

Las muestras de AE de las hojas de las colectas 9 y 10 en ambos estadios de desarrollo resultaron méas
distantes en relacion a las muestras restantes dispuestas en el dendrograma (Figura N°1, A y B),
indicando que estos aceites tienen una composicion quimica diferenciada. Estos AE presentaron los
menores tenores de o y B-pineno y limoneno, siendo también las Unicas muestras que presentaron los
derivados de estructura fenilpropanoide E-asarona, Z-asarona, bien como los compuestos de estructura
relacionada, codificados como NI7 # y NI11 # en las HJ, totalizando 15,0%. ElI mismo
comportamiento puede ser observado en las HV, cuyos AE también presentaron los constituyentes de
estructura semejante a la asarona, codificados como NI10 @ y NI15 @, con 15,6% (Tablas 1y 2),
siendo la presencia de estas substancias la posible causa para la formacién de este grupo quimico
diferenciado, denominado GQ5, destacado también por el ACP (Andlisis de Componentes
Principales). En este andlisis, los gréficos de dispersion de los casos y de las variables descriptoras
presentaron una proyeccion espacial semejante entre estos constituyentes de estructura fenilpropanoide
y las muestras 9 y 10, en los AE de hojas en ambas fases evaluadas (Figura N° 2 A, B, Cy D
respectivamente).

El ACP generd 10 componentes principales (CP) con valores propios mayores que 1, cinco de los
cuales contienen 76,76 y 75,60% de la variancia total acumulada en los datos, para los AE de HJ y
HV, respectivamente. Los resultados de este analisis son coherentes con los obtenidos en el AAJ, ya
que el nimero de las componentes principales representativas en el ACP es similar al nimero de
grupos formados en el AAJ, cinco agrupamientos en este caso.

Los constituyentes NI7 #, NI11 #, NI10 @ y NI15 @ no pudieron ser identificados con ayuda del
banco de datos del equipo. Sin embargo, estos constituyentes presentaron espectros de masas
semejantes a los isomeros Z y E de la asarona e indices de Kovats diferentes, lo que también fue
observado al comparar los modelos de fragmentacion de los espectros de masas con los dos isémeros
en el portal de la base de datos de referencia del National Institute of Standards and Technology
(NIST). Estas moléculas son los principales caracteres diferenciadores entre los AE de la poblacion
analizada, caracterizados en el segundo corte de los dendrogramas.

DISCUSION

En relacion a la clase de terpenoides, el perfil quimico de los AE analizados present6 alta proporcion
de hidrocarburos monoterpénicos (49,1 y 54,5% - HJ y HV, respectivamente), a diferencia de otros
AE de Lauraceae, para los cuales fue descrita alta proporcion de hidrocarburos sesquiterpénicos
(Alcantara et al., 2012, 2010; Ciccié y Chaverri, 2008; Telascrea et al., 2008). No obstante, al
considerar el constituyente mayoritario, este fue identificado como el hidrocarburo sesquisterpénico
biciclogermacreno, con porcentajes de 24,6 y 22,3% para HJ y HV, respectivamente.

Otras investigaciones realizadas con los AE de las hojas de N. megapotamica incluyen un nimero
menor de constituyentes que los informados en este trabajo para HJ y HV. Tondolo et al. (2013)
detectaron 25 constituyentes en la composicion de muestras de HJ y HV, para dos individuos de N.
megapotamica colectados en el Morro do Elefante en Santa Maria-RS, en la primavera de 2010.

En hojas obtenidas de especimenes en Sdo Paulo, Romoff et al. (2010) describieron la presencia de 19
constituyentes en cuatro muestras de AE de las hojas de dos individuos, mientras Brito (2009) observo
59 constituyentes en muestras de AE de las hojas de tres individuos colectados mensualmente, de
febrero de 2006 hasta enero de 2007. Marin et al. (2010) observaron como componentes mayoritarios
en AE de las hojas de N. megapotamica la presencia de B-cariofileno, E-nerolidol, espatulenol, 6xido
de cariofileno y guaiol. Estos constituyentes también fueron detectados en las muestras analizadas en
el presente trabajo, pero en concentraciones menores. Romoff et al. (2010) obtuvieron AE de las hojas
de esta especie rica en a-bisabolol, con variacion de 62,3 a 69,4%, ademas de 8,2 a 22,6% de o-
elemeno, presentando varios de los constituyentes observados en las muestras analizadas en esta
investigacion, pero en bajas concentraciones. Brito (2009) observé diferencias cualitativas y
cuantitativas entre los AE de las hojas de diferentes individuos de N. megapotamica. Los
constituyentes mayoritarios detectados fueron a-santaleno, f-santaleno, y-amorfeno, a-E-bergamoteno,
alo-himachalol y biciclogermacreno para dos de los individuos analizados, mientras que en un tercer
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individuo  predominaron  muurola-4,10(14)-dieno-1-B-ol 'y d-elemeno. De estos, solo
biciclogermacreno y 6-elemeno fueron observados en las muestras analizadas en esta investigacion.
Mello et al. (2005) obtuvieron distintas composiciones quimicas para AE de individuos de la especie
colectados en diferentes regiones del estado de Sao Paulo, uno conteniendo 3-elemeno y seicheleno
como componentes mayoritarios, y en otro predominaron E-cariofileno, biciclogermacreno y
germacreno D.

Torres et al. (2014) observaron mayores contenidos de sesquiterpenoides (58,5% a 68,9 %) en relacién
a los monoterpenoides (21,0% a 31,7 %) en AE obtenidos de individuos de N. megapotamica
recolectados en diferentes fases vegetativas, durante el otofio en Corrientes (Argentina). Los autores
describen diferencias en la composicion quimica de estos aceites en relacion a lo relatado en la
literatura, comportamiento semejante al observado en las recolecciones realizadas en Santa Maria. Sin
embargo, en el otofio, HJ y HV presentaron los menores rendimientos de AE, y el contenido de
sequisterpenoides fue superior al de monoterpenoides, con medias de 51,7% y 43,2% respectivamente.
La comparacidon de los resultados de este trabajo con la composicion anteriormente relatada para los
AE de N. megapotamica permite inferir que la composicion quimica observada posee constituyentes
inéditos descritos para AE de la especie en estudio, como por ejemplo, las estructuras
fenilpropanoides E-asarona, Z-asarona y derivados de estructura correlacionada.

Ademas las caracteristicas genéticas pueden ser consideradas como el factor enddgeno determinante
para la variabilidad, la composicién quimica debe estar sufriendo influencia de factores exdgenos,
como los relacionados con los diferentes biomas donde fueron realizadas las colectas (Sabino et al.,
2012; Torres et al., 2014) y también a la diversidad climatica existente entre ellos. El clima de Santa
Maria-RS “Cfa” — subtropical humedo, es similar al clima de Corrientes, “Cfa” sin estacion seca
(Mapoteca, 2014), local de recolectas de Torres et al. (2014), y ambas estan en la misma latitud.
Poseen mayor diferencia en relacion al clima de Sdo Paulo-SP, el cual es clasificado como “Cwa” —
subtropical caliente y de invierno seco (Rolim et al., 2007), local de colecta de los trabajos de Romoff
et al. (2010) y de Brito (2009). Las diferencias en la composicién quimica también pueden ser
derivadas de factores como fenologia, altitud, disponibilidad hidrica, temperatura, intensidad de luz,
fertilidad del suelo (Chalchat y Ozcan, 2008; Gobbo-Neto y Lopes, 2007; Lima et al., 2003), entre
otros.

Los resultados de los trabajos anteriormente realizados para N. megapotamica, en comparacion con los
observados en este trabajo, sugieren la existencia de diferentes quimiotipos o ecotipos para la especie,
comportamiento también sugerido por Torres et al. (2014), al comparar la composicion quimica de AE
de especimenes recolectados en Argentina con la descripcion existente en la literatura. Sin embargo,
analisis estacionales en los mismos individuos deben ser utilizados como base a esta suposicion,
eliminando asi la influencia de factores como ambiente, fisiologia o expresion génica diferencial. El
comportamiento del AE de las hojas analizadas en este trabajo sugiere que las HV son mas indicadas
para un analisis estacional comparativo, ya que estas estuvieron expuestas a las variaciones climaticas
gue caracterizan las estaciones del afio y expresaron estas influencias en la composicién quimica de los
respectivos EO, lo que no ocurrié con las HJ.

Las asaronas y los demas fenilpropanides detectados en los AE fueron los principales factores de
diferenciacion entre grupos quimicos, expresados genéticamente por diferentes individuos en la
poblacion de N. megapotamica evaluada. Fenilpropanoides y terpenoides son formados por rutas
metabdlicas distintas en los vegetales (Peres, 2004; Dixon et al., 2002; Sangwan et al., 2001) y, de
esta forma, la presencia de E y Z-asarona, NI10 @; NI15 @ y elemicina en el AE caracteriza esa
diferenciacion. Asi, como ocurre entre los diferentes isdmeros de la asarona, la diferencia entre las
moléculas no identificadas, posiblemente esté en la configuracion del doble enlace de la cadena lateral,
que frecuentemente confiere bioactividad diferenciada o en la posicion de uno o mas substituyentes en
el anillo aromético. Sin embargo, la presencia de estos derivados no fue observada en los AE descritos
para la especie en otros trabajos publicados hasta el momento. La presencia de fenilpropanoides es
conocida en plantas de la familia Lauraceae (Gottlieb, 1972) y en el género Nectandra (Grecco et al.,
2013; Garcez et al., 2009), siendo que la presencia de derivados de la asarona fueron descritos para el
extracto etanolico de céascaras de N. megapotamica (Santos Filho y Gilbert, 1975; Silva Filho et al.,
2004). De acuerdo con Dixon y Paiva (1995), los fenilpropanoides son respuestas quimicas a estrés
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bidticos y abioticos, como elevada irradiancia, radiacién ultravioleta, ataque de patégenos, heridas,
bajas temperaturas, deficiencia de fosforo, hierro y nitrégeno, entre otros.

CONCLUSIONES

Los andlisis multivariados mostraron ser herramientas adecuadas para evaluar la variabilidad de los
AE de N. megapotamica. La composicion quimica de los AE de HJ y HV fueron similares, hubo
alternancia entre a-pineno y biciclogermacreno como constituyentes mayoritarios, detectados por el
AAJ y el ACP, formando dos agrupamientos diferentes entre individuos. Adicionalmente se
obtuvieron cinco GQs en funcién de la composicién, indicando presencia de quimiotipos o ecotipos.
Se obtuvieron 10 CP, de estos cinco representan aproximadamente el 76,0% de la variabilidad de los
datos. Los grupos similares (GQ4 y GQ5) se caracterizaron por el predominio de biciclogermacreno y
la presencia de fenilpropanoides, entre ellos los isémeros de la asarona, hasta el momento no descritos
para AE de esta especie, mientras que los grupos diferentes fueron GQ1, con predominio de a-pineno

y GQ5.
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Resumo

Fendtipos com relacdo a composicdo de 6leos essenciais (OE) foram observados em
uma populacdo de Nectandra megapotamica em Santa Maria, RS, Brasil. Este trabalho
descreve a atividade alelopatica dos OE de dois perfis quimicos distintos, denominados
grupos quimicos (GQ) 2 e 5, sobre sementes de espécies-alvo mono e dicotiledoneas. Os OE
foram analisados por CG-EM e DIC e sua atividade alelopética foi avaliada em diferentes
concentragdes (1, 5 e 15%), os quais foram diluidos separadamente em acetona, Tween 20® e
agua destilada, com posterior aplicacdo em sementes de alface (Lactuca sativa L.) cultivar
Regina, picdo-preto (Bidens subalternans DC.), soja (Glicine max (L.) Merr.), aveia-preta
(Avena strigosa Schreb.), azevém (Lolium multiflorum Lam.) e arroz (Oryza sativa L.). Apos
a imersdo nas solucdes contendo o OE, as sementes foram transferidas para cinco placas de
petri com 25 sementes por tratamento e levadas para camara de germinacdo (BOD) com
condicbes de temperatura e fotoperiodo ajustadas para cada espécie-alvo, sendo avaliadas as
seguintes variaveis: porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de emergéncia e
comprimento da parte aérea, radicular e total. Foram obtidas componentes principais (CP)
para os dados de todas as espécies, tendo sido constatada suscetibilidade diferenciada das
sementes em relacdo aos OE avaliados. O efeito alelopético foi dependente da concentracgéo,
no entanto, todas as especies-alvo apresentaram menor percentagem de germinacdo e menor
desenvolvimento de plantulas na presenca dos OE a 15%. Os OE apresentaram composices
quimicas variadas, com teores de monoterpenoides, sesquiterpenoides e fenilpropanoides,
respectivamente, de 50,78; 38,35 e 0,88% para 0 GQ2, e de 37,86; 43,04 e 9,23% para 0 GQ5.
As especies-alvo mais afetadas foram aveia-preta, picdo-preto e azevém. Ja as espécies menos

afetadas foram alface, soja e arroz. A atividade mais intensa do OE classificado como GQ5 em
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relacdo ao GQ2 foi observada no teste com arroz. Porém, os dois grupos quimicos foram
estatisticamente equivalentes paras as demais espécies e a classe de espécies monocotileddneas foi
a mais afetada pelos OE. Conclui-se que os OE utilizados apresentaram atividade alelopatica
sobre as espécies avaliadas, sem haver grande distingdo entre os GQ2 e GQ5.

Palavras-chave: aleloquimicos, terpenoides, fenilpropanoides, bioherbicidas.

INTRODUCAO

O potencial dos 6leos essenciais (OE) como fontes de novos herbicidas vem sendo
pesquisado devido a acdo alelopatica descrita para muitos deles (ROMAGNI et al., 2000;
DUKE et al., 2002; OOTANI et al., 2013; PROPERZI et al., 2013). Varios constituintes do
metabolismo secundario sintetizados pelas plantas inibem a germinacdo de sementes (RICE,
1984). Segundo a International Allelopathy Society (IAS), a acdo alelopética é decorrente do
efeito de metabdlitos secundarios, chamados, nesta concepgdo, de aleloquimicos, os quais sdo
produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos, que influenciam o crescimento e o
desenvolvimento de sistemas agricolas e bioldgicos (MACIAS et al., 2006).

Os aleloguimicos oferecem menor risco ambiental e para a satde do homem nas préticas
agricolas, mais especificamente no controle de plantas daninhas, e, por esse motivo, sdo
considerados alternativas para a obtencdo de biodefensivos agricolas (SODAEIZADEH et al.,
2010; FAROOQ et al., 2011; OOTANI et al., 2013). Desta maneira, plantas de diversas familias
botéanicas da flora brasileira sdo fontes ricas de novas moléculas e mecanismos de acéo, com
promissor potencial para o desenvolvimento de novos herbicidas e/ou bioherbicidas (DUKE et al.,
2000), a exemplo dos terpenoides e dos fenilpropanoides presentes nos OE.

A familia Lauraceae é uma das que se destacam quanto a ocorréncia de espécies
aromaticas no Brasil, bem como em varios outros paises (AZOMIVA, 2012; MARQUES,
2001). A exemplo de outras espécies desta familia, Nectandra megapotamica possui Uso
etnobotanico, em que as folhas sdo usadas no tratamento de tosses, gripes e como calmante, as
cascas, como analgésico, antirreumatico e no tratamento de abcessos, enquanto que as raizes
possuem propriedades analgesicas e anti-inflamatérias (SILVA FILHO et al., 2004; MELLO
et al., 2005; ALVES et al., 2008). Resultados de pesquisas descritas na literatura, como a
atividade antinflamatoria, atividade antifungica e antimicrobiana, além da acdo anestésica
(sedacéo leve e anestesia profunda) em robalos-peva (Rhamdia quelen) e inibigéo da atividade
hemolitica do veneno de Bothrops diporus (APEL et al., 2006; BRITO, 2009; TONDOLO et
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al., 2013; Torres et al., 2013), indicam o potencial desta espécie para a geracdo de moléculas
bioativas. O uso etnobotanico, atrelado as diferentes atividades bioldgicas ja descritas e a
necessidade de obtengdo de diferentes métodos de controle de plantas daninhas credenciam a
espécie como objeto de pesquisas para a busca de alternativas voltadas para o controle dessas
espécies.

Quanto a acdo alelopatica de espécies desta familia, foi observada inibicdo de
germinacdo e fitotoxicidade em sementes de arroz (Oryza sativa L.), plantulas de agrido-de-
jardim (Lepidium sativum) e greengram (Vigna radiata) pelo OE de folhas de Ravensara
aromatica Sonn., com trés quimiotipos (ANDRIANJAFINANDRASANA et al., 2013). A
notavel inibicdo da germinacdo de sementes de Lactuca sativa pelo OE de Cinnamomum
camphora, bem como por seu constituinte majoritario, 0 monoterpenoide céanfora, foram
descritas por Satyal et al. (2013). Ja Prichoa et al. (2013) observaram efeito alelopético do
extrato aquoso de folhas das espécies arboreas Cryptocarya moschata e Ocotea odorifera em
sementes de alface.

A hipotese deste trabalho é que os OE extraidos de folhas frescas de N. megapotamica,
possuem atividade alelopética e que esta varia em funcdo de sua composi¢do quimica
diferenciada. Neste caso, espera-se que 0 OE contendo maior proporcao de sesquiterpenoides
e fenilpropanoides (GQ5) apresente efeito alelopatico superior daquele com maior propor¢édo
de monoterpenoides (GQZ2), ambos descritos por Amaral et al. (20144, b). Para confirmar essa
hipostese, a atividade alelopatica dos OE de N. megapotamica pertencentes aos dois GQ foi
testada em diferentes concentracdes, avaliando-se seu efeito na germinagdo e no crescimento
de plantulas de espécies mono e dicotileddneas consideradas plantas daninhas em lavouras,
em espécies comumente utilizadas como bioindicadoras de alelopatia, e também, em culturas

agricolas, para as quais espera-se observar menor efeito alelopatico dos OE utilizados.

MATERIAL E METODOS

Obtencao dos 6leos essenciais

Os OE foram obtidos por hidrodestilacéo, a partir de folhas frescas coletadas de nove
as onze horas da manha, entre o verdo e outono para 0 GQ2 e, outono e inverno para 0 GQ5,
em individuos de uma populacdo de N. megapotamica localizada em Santa Maria, RS, Brasil.
Uma vez que os OE de folhas dos individuos amostrados apresentaram variabilidade quimica,

originaram cinco grupos quimicos distintos (GQ1-GQ5) através de analises multivariadas
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(AMARAL et al., 2014b), baseados nas semelhancas de sua composi¢do quimica. Os pools
correspondentes aos GQ2 e GQ5 foram selecionados para esse estudo, considerando-se a

quantidade disponivel e as diferencas quimicas apresentadas entre 0s grupos.

Analise dos 6leos essenciais

Aliquotas de 2 pL dos pools de OE dos GQ2 e GQS5 foram diluidas separadamente em
1 mL de n-hexano e analisadas por cromatografia gasosa com espectrometria de massas
acoplada (CG-EM) em equipamento Agilent 7890 com detector de massas 5975C. Foram
utilizados como parametros de anélise: coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m x 0,25
mm x 0,25 pum), volume de injecdo 1,0 puL; gas carreador Hélio, 1,3 mL min’’; Split inlet
1:100; temperatura do injetor e detector de 250° e 320° C, respectivamente. Programa de
analise: 40° a 320° C, 4° C min™, tempo de espera 4 min; temperatura da linha de
transferéncia: 250° C; ioniza¢do por impacto eletrébnico a 70 eV. A quantificacdo dos
constituintes foi realizada por CG-DIC no mesmo equipamento. Os parametros de andlise
foram os mesmos descritos para CG-EM, com injecdo no modo Splitless, e temperaturas do
injetor e detector ajustadas a 300° C.

Para a identificacdo dos constituintes foram utilizados dois parametros: as 10
primeiras substancias sugeridas pelo banco de dados com modelo de fragmentacdo do
espectro de massas semelhante ao do constituinte em analise (Nist Mass Spectral Search
Program, versdo 2.0), e, também, pela comparacéo do indice de Kovats (1K) com o banco de
dados do equipamento (NIST, 2010) e dados da literatura (ADAMS, 2009).

Anélises da atividade alelopatica
Espécies-alvo

Para a avaliacdo da atividade alelopatica, foram utilizadas sementes das seguintes
espécies de dicotiledbneas: alface (Lactuca sativa L.) cultivar regina, picdo-preto (Bidens
subalternans DC.) e soja (Glicine max (L.) Merr.); ja como espécies-alvo de
monocotiledoneas foram selecionadas sementes de aveia-preta (Avena strigosa Schreb.),
azevém (Lolium multiflorum Lam.) e arroz (Oryza sativa L.), representando, respectivamente,
na ordem citada, dicotileddneas e monocotiledéneas, espécie bioindicadora de alelopatia,
planta daninha e cultura agricola (FERREIRA e AQUILA, 2000; LORENZI, 2000;
MOREIRA e BRAGANCA, 2010; SANDERSON et al., 2013; SATYAL et al., 2013). As

sementes de picdo-preto foram coletadas no Campus da UFSM, Santa Maria-RS, em areas



62

terraplanadas para construcdo (livres da aplicacdo de herbicidas), as de alface foram obtidas
em casa de comércio, e as demais sementes foram obtidas junto a agricultores da regido.
Foram utilizados os lotes que apresentaram germinacdo em torno de 50% no teste prévio de
germinacao, realizado para cada espécie, antes da realizagdo do experimento.

Bioensaios

As sementes das espécies-alvo, exceto as de alface que j& possuiam tratamento contra
microrganismos, foram desinfestadas seguindo metodologia adaptada de Rickliet al. (2011) e
de Martinazzo-Portz e Muller (2009), conforme descrito a seguir. Inicialmente as sementes
foram submersas em solucdo etandlica (70%) por dois minutos, com lavagem em &gua
destilada, seguindo-se sua submersdo em solugdo de hipoclorito de sddio (seis %) por cinco
minutos, e nova lavagem. Logo ap6s as sementes foram depositadas sobre papel toalha. As
sementes de picdo-preto foram submetidas ainda a escarificacdo mecanica em lixa abrasiva de
textura fina, como método de superacdo de dorméncia, devido a acdo do tegumento e para
permitir a hidratagdo do embrido, com base na descricdo de Adegas et al. (2003) para B.
pilosa, espécie de morfologia e comportamento semelhante a B. subalternans. Na sequéncia,
as sementes das espécies-alvo foram submetidas, separadamente, aos tratamentos, que
consistiram na sua imersdo em solucgdes de diferentes concentracdes de OE (1, 5 e 15%) por 2
min.

As solugdes, nas diferentes concentracGes de OE dos dois grupos quimicos avaliados,
foram preparadas em béquer, através da diluicdo do OE pela adicdo de 0,1% de Tween 20 ©,
0,9% de acetona e agua destilada até completar o volume de 100 mL. O experimento foi
composto por oito tratamentos, constituidos por aplicacdo de dgua destilada (T1), solucdo dos
diluentes e agua destilada (T2), solucbes de OE do GQ2 (T3, T4 e T5), e solucdes de OE do
GQ5 (T6, T7 e T8), nas concentracdes de 1, 5 e 15%, respectivamente. Logo apds a imersao
nas solucgoes, as sementes foram dispostas, em numero de 25 por placa de petri de nove cm de
didmetro (cinco repetigdes), forrada com papel filtro entumesido com 2 mL de agua destilada.

Os tratamentos foram acondicionadas em sacos plasticos e colocados em condiges de
ambiente controlado, conforme as necessidades de cada espécie indicadas pela literatura, para
favorecer a germinacéo e o desenvolvimento das plantulas em cdmara de germinacéo (B.O.D.). As
sementes de aveia-preta foram incubadas a 20°C (+2) com fotoperiodo de 24 h (SARTOR et al.,
2009). Ja as sementes das demais espécies foram incubadas a 25°C (+2) com fotoperiodo de 12 h
(BRASIL, 2009; FORTES et al., 2009; MAGIERO et al., 2009).
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A contagem das sementes germinadas foi realizada diariamente, até 0 momento em
que as plantulas apresentassem sinais de restricdo ao seu crescimento dentro da placa de petri
(necrose de folhas e radiculas, amarelecimento das folhas, ataque de fungos, entre outros),
com dias variando de cinco a sete dependendo da espécie. Foram mensuradas as variaveis
porcentagem de germinacdo (%G), indice de velocidade de emergéncia (IVE), comprimento
(cm) da parte aérea (CPA), radicular (CPR) e (CT). A %G foi obtida no dltimo dia de
contagem, momento em que as plantas foram seccionadas e 0os comprimentos total e das
distintas partes foram mensurados (CPA, CPR e CT). O IVE foi obtido pela relagdo do
numero de plantulas germinadas em cada dia, segundo Maguire (1962): IVE = N1/D1 +
N2/D2 + ... + NL/DL, onde, N1; N2; NL = numero de plantulas germinadas nas contagens
sucessivas; e D1; D2; DL = ndmero de dias, em relacdo ao inicio da germinacao, relativos a
cada contagem.

Analises estatisticas

A anélise multivariada foi utilizada para os dados de cada espécie-alvo avaliada.
Visando reduzir o nimero de variaveis, foi utilizada a Analise de Componentes Principais
(ACP), a qual possibilitou a fusdo das variaveis originais em variaveis sintéticas
(componentes principais — CP), que capturam a maior porcentagem possivel da variacdo total
dos dados (LATTIN et al., 2011). A ACP foi realizada no software BioEstat 5.0. Os dados
foram padronizados (divisdo das repeticGes de cada varidvel por sua média geral para cada
espécie), com a finalidade de eliminar as diferencas de escalas e unidades de medida.

As CP significativas foram utilizadas para obtencdo de novos valores, aos quais foram
aplicadas analises estatisticas ndo paramétricas na maioria dos casos. O teste de Kruskal-
Wallis (MOORE e McCABE, 2002; SUSIN, 2009) foi também realizado no BioEstat 5.0. J4 a
ANOVA, foi realizado com o software Assistat 7.7 beta. Também foram realizadas analises
de tendéncia em planilha eletrénica Excel®, para auxiliar na interpretacdo dos resultados
obtidos (PRICHOA et al., 2013).

RESULTADOS

Analise de composicdo quimica dos OE
A andlise da composi¢do quimica dos OE obtidos de diferentes individuos de N.

megapotamica (Tabela 1) resultou na confirmacao de dois perfis quimicos distintos descritos
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por Amaral et al. (2014a, b), GQ2 e GQ5. Foi observada a predominancia de
monoterpendides no OE do GQ2, bem como maior percentagem de sesquiterpenoides e

fenilpropanoides no OE do GQ5.

Tabela 1 - Composicdo quimica dos OE de N. megapotamica classificados nos grupos
quimicos 2 e 5, obtidos de folhas coletadas em Santa Maria, RS, Brasil.

Constituintes Classe K Experimental TIK Fonte %
GQ2  GQ5 ab. GQ2  GQ5
a-Pineno HM 935,65 934,14 930 N 21,09 16,14
Canfeno HM 94670 946,31 943 N 0,98 0,86
B-Pineno HM 977,95 976,19 974 N 18,47 12,27
B-Mirceno HM 989,87 989,59 991 N 124 173
NI NI 1022,71 - 0,13
Limoneno HM  1029,69 1028,33 1026 N 8,64 5.8
Eucaliptol MO 1029,90 1029 N 0,45
B-E-Ocinemo HM 1036,90 1036,69 1040 N 0,18 0,14
B-Z-Ocinemo HM  1047,21 1047,08 1047 N 0,18 0,29
NI NI 112886 112853 - 0,87 0,70
NI NI 1196,37 - - - 0,49 —
NI NI 132961 132961 - 0,55 1,01
a-Cubebeno HS 1340,84 1341,12 1345 N 3,44 6,53
NI NI 1351,68 0,20
B-Bourboneno HS 1380,46 1379,16 1384 N 3,31 1,63
B-Cubebeno HS 138812 138793 1391 N 0,26 0,41
B-Elemeno HS 139326 139434 1392 N 1,07 1,75
NI NI 1394,83 0,97
Cariofileno SO 142499 142387 1420 N 5,25 4,72
=-Elemeno HS 143345 143326 1434 N 112 171
Allo-Aromadendreno HS 143554 1434 N 0,29
NI NI 1443,04 1442,88 0,38 0,51
NI NI 1448,12 1447,93 0,44 0,71
a-Cariofileno SO 145954 145780 1454 N 4,07 2,14
NI NI 1464,72 1464,33 0,24 0,51
NI NI 146661 146642 - 0,18 0,25
Germacreno D HS  1482,08 148225 1483 N 2,49 4,28
o-Selineno HS 148514 148508 1588 N 0,96 1,50
NI NI 149566 149546 0,45 0,18
Biciclogermacreno HS  1501,33 1501,36 1500 A 3,67 5,91
NI NI 1508,38 0,18
Cubebol SO 1518,27 1516,73 1515 A 0,51 0,30
Cadina-1(10),4-dieno HS 1527,38 1525,64 1526 N 2,94 0,99

Tabela 1 continua na préxima pagina




IK Experimental IK %

Constituintes Classe Fonte

GQ2 GQs  Tab. GQ2 GQ5

NI NI 1546,52 0,23

NI NI 1550,58 0,19

NI NI 148993 0,35

NI NI 149566 149546 0,45 0,18

Biciclogermacreno HS  1501,33 1501,36 1500 A 3,67 5,91

NI NI 1508,38 0,18

Cubebol SO 151827 1516,73 1515 A 0,51 0,30

Cadina-1(10),4-dieno HS  1527,38 152564 1526 N 2,94 0,99

NI NI 1546,52 0,23

NI NI 1550,58 0,19

Elemicina F 1557,28 1558,82 1558 N 0,21 2,24

E-Nerolidol SO 156591 156647 1563 A 0,61 2,55

E-Isoelimicina F 1572,23 1572,13 1570 A 0,27 0,33

Espatulenol SO  1586,90 1584,81 1588 N 5,42 5,00

Globulol SO  1591,02 1590,29 1585 N 1,31 1,19

Viridiflorol SO  1598,39 159822 1595 N 0,69 1,00

NI NI 160519 160515 ™ 0,19 0,75

NI NI 1610,16 1609,68 0,54 0,51

NI NI 1616,00 161552 ™ 0,43 0,25

Z-Asarona F --- 1621,94 1617 A 0,50

NI NI 162459 162441 0,32 0,31

1-epi-Cubenol SO  1629,05 1629,02 1628 A 0,18 0,32

NI NI 163312 163283 0,28 0,18

1 -Cadinol SO 164374 164320 1642 N 0,32 0,38

7 -Muurolol SO 164599 1646,06 1652 N 0,70 0,44

NI NI 1651,07 0,25

NI NI 1652,96 0,17

4’6‘Dit:“et°Xi.' Svinil-1.2- . 165593 1654 A 504
enzodioxido

NI NI 1659,92 165981 = 0,50 0,66

NI NI 1670,44 167040 0,46 0,37

NI NI 1676,24 0,13

E-Asarona F 168255 168157 1676 A 0,40 1,11

NI NI 169195 0,54

NI NI 172039 0,53

NI NI 1749,09 0,31

NI NI 175385 175320 0,61 0,57

NI NI 178624 178571 0,47 0,41

NI NI 179421 0,31

NI NI 184280 0,16

Total Identificado/Classes de Substancias 89,95 90,13

Hidrocarbonetos Monoterpénicos (HM) 50,78 37,41

Monoterpendides Oxigenados (MO) 0,00 0,45

Tabela 1 continua na préxima pagina
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Classes de Substancias GQ2 GQ5
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos (HS) 19,25 25,00
Sesquiterpendides Oxigenados (SO) 19,05 18,04
Fenilpropanoides (F) 0,88 9,23
Nao Identificados (NI) 10,05 9,87
TOTAL 100,00 100,00
Legenda: IK - Indice de Kovatz; Tab. - tabelado; GQ - grupo quimico; N — NIST (2010); A — Adams
(2009).

Anélise da atividade alelopatica

As espécies-alvo, quando submetidas aos OE de N. megapotamica classificados nos
GQ 2 e 5, principalmente nas maiores concentracdes, apresentaram menores médias para as
varidveis percentagem de germinacdo, velocidade de emergéncia, bem como para 0s
comprimentos das partes aérea, radicular e total (Tabela 2).

A ACP propiciou a obtencdo de CP significativas para as variaveis mensuradas em
cada espécie-alvo submetida aos OE, mediante a fusdo das mesmas. As CP1 apresentaram
autovalores maiores que 1 e contém mais de 70% da variéncia total dos dados, exceto para o
arroz que se aproximou dessa percentagem (Tabela 3). Com as equacdes obtidas na ACP foram
calculados os valores das respectivas CP1 para os dados de cada repeticdo dos tratamentos
empregados em sementes de espécies-alvo, e posteriormente foram realizadas as analises
estatisticas.

Tabela 2 - Valores médios das varidveis mensuradas nas espécies-alvo para atividade
alelopatica dos OE de N. megapotamica.

Trat. Var. A PP SJ AP AZ ARZ

%G 97,60 +4,44 54,40 +9,02 99,20 +2,22 48,00 +28,10 80,00 +16,09 91,20 +6,48
IVE  17,12+3,24 3,92+1,04 2590+0,70 3,52+2,32 14,29+344 37,49+3,39
T1 CPA 0,94+0,15 1,39 +0,47 3,51 0,44 5,81 +1,52 4,58 +1,48 3,61 +0,44
CPR  3,53+0,20 2,28 +1,28 5,26 £1,13 3,24 +0,73 5,80 2,15 7,90 £0,81
CT 4,47 +0,33 3,67 £1,70 8,77 +1,40 9,06 +#2,15 10,38+3,62 11,51+1,06

%G 100,00 +0,00 45,60+9,02 91,20+11,33 55,20 +31,49 80,80 +16,25 100,00 +0,00
IVE  1431+234 3,35%0,78 23,49+396 4,30+2,67 13,482,330 42,23+0,45
T2 CPA  0,95%0,29 1,70 +0,29 3,10 +0,78 6,69 £1,63 4,31 +0,79 3,57 +0,54
CPR 3,370,442 2,21 +0,35 4,65 +2,68 3,56 +0,97 5,46 +0,60 6,27 £1,65
CT 4,32 +0,30 3,91 +0,57 7,75+3,46 10,25+1,82 9,77 £1,29 9,84 +1,97

Tabela 2 continua na prédxima pagina
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Trat. Var. A PP SJ AP AZ ARZ
%G 98,40 +2,72 44,00 +20,48 84,80 +16,25 18,40+19,43 72,00 +12,17 88,80 +6,48
IVE  11,89+1,00 2,72+1,29 2225+393 1,22+1,19 9,65+2,46  37,43+2,78
T3 CPA  0,92+0,20 1,28 +0,33 2,66 £0,59 1,26 +0,96 3,51 +0,67 3,74 +0,69
CPR  3,09+146 2254096  3,75+1,83  0,55+0,96 3,87 +0,88 7,25 2,74
CT 401+141  3,53+1,23 6,41 +2,38 1,81 +2,81 7,38+1,32 10,99 £3,35
%G 98,40 +4,44 24,00 +7,02 100,00 +0,00 4,00+4,97 58,40 +15,94 80,80 +13,78
IVE 8,20 +0,79 1,33+0,51 25,96 +0,87 0,35+0,34 5324094  33,7516,21
T4 CPA 0,84+0,05 0,89+0,38 2,15+0,11 0,04+0,14 2,84+491 4,29 +0,48
CPR 3,28 +0,47 1,45+1,04 567055 0,08+0,14 2,04 +0,81 5,17 £1.94
CT 4,12 +0,51 2,34 +1,38 7,82+6,63 0,12+0,14 4,88 +4,38 9,46 +2,38
%G  76,00+19,24 2,40+2,72 74,40+22,65 0,00+0,00 39,20+15,06 73,60 15,55
IVE 494+122 010+0,11 18,60+4,32 0,00+0,00 2,17+1,19 29,55 +6,06
T5 CPA 0,33%0,04 0,24 +0,42 1,18+0,51 0,00 +0,00 1,07 +1,14 3,79 £0,77
CPR 130052 0,12+0,14 1,64+1,34 0,00 +0,00 1,77 +1,36 3,97 +1,38
CT 1,63+0,53 0,36 +0,52 282+169 0,00+0,00 2,85+*1,53 7,76 2,06
%G 100,00 +0,00 38,40 +27,34 100,00 +0,00 2,40+4,44 77,60+6,66 91,20 £9,55
IVE  11,79+2,41 2,28+1,73 25,86+0,77 0,16+0,27 11,59+150 37,33 +4,76
T6 CPA  0,52+0,10 1,03+0,46 3,27 0,32 1,01+2,41 4,16 +0,36 2,41 +0,71
CPR 3,60 +0,50 1,79 +1,29 578+3,04 0,36+1,00 4,93+1,02 4,95 1,47
CT 4,12+0,59  2,82+1,71 9,05 £8,02 1,37 £3,40 9,09 +0,96 7,36 +2,06
%G 98,40+2,72 14,40+7,53 85,60+18,78 0,00+0,00 62,40+27,56 94,40 +8,31
IVE 9,99+0,64 0,67+0,31 21,16+557 0,00+0,00 4,27+2,04 40,11 +1,65
T7 CPA 0,57+0,08 0,81+0,27 2,00+0,18 0,00 +0,00 1,34 +0,90 3,43 +0,17
CPR  2,58+0,53 1,24+0,78  4,79+1,46 0,00 +0,00 1,72 #1,31 7,26 2,78
CT 3,15 0,53 1,91 +1,05 6,78+3,59  0,00+0,00 3,06+1,79 10,68 +2,91
%G  53,60+25,95 0,00+0,00 90,40+13,87 0,00+0,00 11,20+6,48 77,60 %9,68
IVE 366+1,78 0,00+0,00 23,49+2,71 0,00+0,00 0,69+0,22  28,25+3,88
T8 CPA 0,30%0,04  0,00+0,00 1,60+0,13  0,00+0,00  0,85+0,80 1,33 +0,43
CPR 0,88+0,44 0,00+0,00 3,85+0,79  0,00+0,00 0,65 +0,55 2,07 £1,39
CT 1,18 +0,46 0,00 +0,00 5,45+0,69  0,00+0,00 1,50 +1,34 3,39 +1,69

Legenda: Trat. — tratamentos; T1 — agua destilada; T2 — diluentes e agua destilada; T3, T4 e T5 — 6leo
essencial do grupo quimico 2 a 1, 5 e 15%; T6, T7 e T8 — dleo essencial do grupo quimico5a 1, 5e
15%; Var. - variaveis; A - alface; PP - picdo-preto; SJ - soja; AP - aveia-preta; AZ - azevém; ARZ -
arroz; %G - % germinacdo; IVE - indice de velocidade de emergéncia; CPA - comprimento da parte
aérea; CPR - comprimento da parte radicular; CT - comprimento total; + intervalo de confianga — p0,05.

Para o fator grupo quimico (GQ2 e GQ5), foram observadas diferencas estatististicas

significativas na comparacédo das varidveis com os dados dos controles T1 (agua destilada) e T2

(diluentes). Os menores valores para as CP1 obtidas demostram a atividade alelopatica do OE de
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folhas frescas de N. megapotamica, caracterizada pela inibicdo da germinacdo e do
desenvolvimento de plantulas (Figura 1).

A Figura 1 apresenta as comparagdes realizadas entre 0 GQ2 (letras minusculas) e GQ5
(letras maiusculas) em relacdo aos demais tratamentos. As diferencas mais acentuadas foram
observadas para as espécies aveia-preta e azevem (ambas monocotiledbneas, espécies
consideradas bioindicadora e planta daninha, respectivamente), e também para picao-preto (planta
daninha dicotileddnea). J& alface, soja e arroz (planta bioindicadora e culturas agricolas,
dicotiledéneas e monocotiled6nea, respectivamente) foram as espécies menos afetadas pelo OE.
A estatistica H obtida pelo teste de Kruskal-Wallis para as espécies dicotileddneas foram de 19,37
(p0,0002), 14,95 (p0,0019) e 8,77 (p0,0325), respectivamente para as espécies alface, picdo-preto
e soja. J& para as espécies monocotiledbneas, as estatisticas H obtidas foram de 24,83 (p<0,0001),
18,11 (p0,0004) e 9,67 (p0,0216), respectivamente para aveia preta, azevém e arroz.

Tabela 3 - Componente principal 1 obtida para a atividade alelopatica dos OE de N.
megapotamica sobre a germinacéao e desenvolvimento das espécies-alvo avaliadas.

A PP S ARZ AP AZ

Autovalor 4,08 447 3,92 333 464 4,09

% Total da Variancia 81,62 89,39 78,48 66,56 92,86 81,76

S G% 0,19 0,19 0,19 0,15 019 0,16
£ IVE 0,20 0,19 0,21 020 019 0,23
= CPA 0,17 0,20 0,16 0,4 020 0,17
§ CPR 0,22 020 021 025 021 0,21
© CT 0,23 0,21 023 026 021 0,23

CP1_A = (0,4321G%)+(0,4424IVE)+(0,4116CPA)+(0,4649CPR)+ (0,4817CT)
CP1_PP = (0,4395G%)+(0,4413IVE)+(0,4477CPA)+(0,4483CPR)+(0,4590CT)
CP1_SJ = (0,4347G%)+(0,4557IVE)+(0,3995CPA)+(0,4603CPR)+(0,4815CT)
CP1_AP = (0,3893G%)+(0,44581VE)+(0,3804CPA)+(0,4988CPR)+(0,5061CT)
CP1_AZ = (0,4382G%)+(0,4405IVE)+(0,4498CPA)+(0,4533CPR)+(0,4540CT)

CP1 ARZ = (0,4025G%)+(0,47701VE)+(0,4169CPA)+(0,4537CPR)+(0,4805CT)
Legenda: A - alface; PP - picdo-preto; SJ - soja; AP - aveia-preta; AZ - azevém; ARZ — arroz; G%-—
germinacdo (%); IVE — indice de velocidade de emergéncia; CPA — comprimento da parte aérea (cm);
CPR — comprimento da parte radicular (cm); CT — comprimento total (cm).

obtencdo da CP | das Variaveis

Equacdes para

Para o fator concentragdo (1, 5 e 15%), a andlise estatistica também indicou a existéncia
de diferencas na atividade alelopatica dos OE avaliados em relacdo aos controles (T1 e T2),

principalmente para as concentracdes mais altas (Figura 2). As espécies alface, soja, azevém e
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arroz foram analisadas por ANOVA, cujas respectivas estatisticas F(p<0,001) foram de 72,61,
7,12, 69,27 e 10,28, todas superiores ao F critico de 3,91. As espécies picdo-preto e aveia-preta
foram avaliadas pelo Teste de Kruskal-Wallis, cujas estatisticas H foram respectivamente de
30,82 (p<0,0001) e 28,03 (p<0,0001).

Novamente observa-se que as espécies mais afetadas pela atividade alelopética dos OE
foram aveia-preta, picdo-preto e azevém, enquanto que as espécies menos afetadas foram
alface, soja e arroz. A concentragdo mais ativa foi a de 15% para o OE de ambos 0s grupos
quimicos avaliados. De maneira geral, houve um decréscimo nos valores das CP1 com o

aumento na concentracdo do OE, o que indica atividade alelopatica.

12 i '
. [0 | Media
a
_— +0.95 Interv. Conf.
10} Trﬁtamentos
T1 - Agua destilada
f\_b T2 - Diluentes
GQ2-T3; T4eTH (OE)
8 o GQ5-T6; T7e T8 (OE) |
QE - Oleo essencial
S
m
£
D
= 6
E Aa -
o) i
) Aa Aa
Aa Ab % Ab Aa
Aa Aa
Bb Ba Ab % Ba
Bhb Ba Ab Ba
2| Bh Bb
Bb
I F‘ﬁ

T1T2 GQ2 GA5s T1 72 GA2 GAST1 T2 GA2 GRS T1 T2 GA2 GA5 T1 72 GQ2 GQ5s T1 T2 GQ2 GQA5
Alface Picdo-preto Soja Aveia preta Azevém Arroz

Tratamentos

Figura 1 - Atividade alelopatica do OE de N. megapotamica para o fator grupo quimico.

Legenda: Teste de Dunn (p0,05) - letras maiGsculas: comparacdo entre GQ5 e demais tratamentos para cada espécie
avaliada; Letras minusculas: comparacdo entre GQ2 e demais tratamentos para cada espécie avaliada; Letras
diferentes: diferenca estatatisitca significativa.
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Quanto as analises de tendéncia realizadas, as mesmas demonstram a relacdo
concentracdo versus efeito alelopatico do OE, mas também indicam que os fatores grupo
quimico e concentracdo influenciaram de forma diferenciada a germinacdo e o
desenvolvimento de plantulas de algumas espécies (Figura 3.A e 3.B). As espécies
dicotileddneas soja e alface (cultura e espécie bioindicadora) apresentaram-se menos
suscetiveis em relacdo ao picdo-preto (espécie indesejavel/infestante), que foi mais afetada
pelo OE, sem distin¢do dos grupos quimicos (Figura 3.A). Aparentemente, a diferenca de
atividade entre os dois grupos quimicos pode ser observada apenas na concentracdo de 15%
de OE quando aplicado na soja, em que 0 GQ2 apresentou maior atividade alelopatica (Figura

3.A).
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Figura 2 - Atividade alelopatica do OE de N. megapotamica para o fator concentragéo.

Legenda: Teste de Dunn (p0,05) - letras mailsculas: comparagdo entre 15% de OE e demais tratamentos para cada
espécie avaliada; Letras minGsculas: comparacdo entre 5% de OE e demais tratamentos para cada espécie avaliada;
Letras com asteristico: ANOVA — Teste de Tukey (p0,05); Letras diferentes: diferenca estatatisitca significativa.
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Figura 3 - Analise de tendéncias para as CP1 média das espécies dicotiledoneas (3.A) e
monocotileddneas (3.B) submetidas & agdo alelopatica dos OE de N. megapotamica.

Legenda: A — alface; PP — picdo-preto; SJ — soja; ARZ — arroz; AP — aveia-preta; AZ — azevém; GQ2 — grupo
quimico 2; GQ5 — grupo quimico 5; R? — coeficiente de determinacéo.
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Quanto as espécies monocotileddneas, a aveia-preta foi a espécie mais suscetivel, uma
vez que pode ser observado ja na concentracdo 1% atividade alelopatica para o OE do GQ5, e
por ter sua germinacgéo totalmente inibida a 15% de OE de ambos os grupos avaliados (Tabela
2, Figura 3.B). Por outro lado, a anélise de tendéncia indica que o azevém (planta daninha) foi
mais suscetivel em relacdo ao arroz (cultura), e novamente observa-se uma possivel diferenca
entre 0s dois grupos quimicos avaliados na concentracdo 15% frente as duas espécies.

A andlise dos tratamentos utilizados confirma a concentragdo 15% como a mais
efetiva quanto a atividade alelopatica (Figura 4), sendo possivel comparar 0s grupos quimicos
nesta concentracdo. As espécies soja e arroz foram analisadas por ANOVA, as estatisticas F
(p<0,001) foram respectivamente de 52,09 e 13,31, superiores ao F critico de 3,26. As espécies
picdo-preto, soja, aveia-preta e azevém foram avaliadas pelo Teste de Kruskal-Wallis, cujas
estatisitcas H foram respectivamente de 31,61 (p<0,0001), 22,78 (p0,0019), 32,53 (p<0,0001)
e 35,73 (p<0,0001). Nesta analise foi observada diferenca significativa entre 0 GQ2 e GQ5
para o teste realizado com o arroz na concentracdo 15%, em que este Utimo apresentou maior
atividade alelopética (Figura 4). Foi observado, também, um estimulo a germinacdo e ao
desenvolvimento das plantulas por parte dos diluentes (T2) para aveia-preta.

A comparacao das espécies-alvo monocotileddneas e dicotileddneas indica que as
primeiras foram as mais afetadas pela atividade alelopatica dos OE. A estatistica H foi de
96,80 (p<0,0001), e as CP1 médias foram de 1,93 (A) e 1,34 (B), respectivamente para

espécies dicotiledbneas e monocotiledéneas.
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Figura 4 - Atividade alelopatica do OE de N. megapotamica para os tratamentos empregados.

Legenda: Teste de Dunn p(0,05) - letras maiUsculas: comparacdo entre T8 e os demais tratamentos para cada espécie
avaliada; Letras mindsculas: comparagao entre T5 e 0s demais tratamentos para cada espécie avaliada; Letras com
asteristico: ANOVA — Teste de Tukey (p0,05); Letras diferentes: diferenca estatatisitca significativa.
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DISCUSSAO

O presente trabalho aborda o uso de Gleos essenciais de N. megapotamica para o
controle de plantas daninhas, mediante sua atividade alelopatica, o que pode torna-lo uma
fonte de moléculas bioativas para um possivel herbicida natural, desde que ndo iniba o
desenvolvimento das culturas agricolas com a mesma magnitude que a observada sobre as
plantas daninhas ou bioindicadoras. O uso prolongado de herbicidas comerciais acarretou na
formacéo de geracOes de plantas daninhas resistentes aos seus constituintes ativos. O azevém
(Lolium multiflorum), introduzido no sul do Brasil € um exemplo tipico de planta indesejavel
em algumas situacdes. Esta espécie foi trazida do sul da Europa, como forragem de inverno
e/ou para a formacdao de palha no sistema de plantio direto. Ap6s algum tempo sob controle de
herbicidas comerciais, a exemplo daqueles a base de glifosato, adquiriu resisténcia, e
constitui, hoje, um problema nas culturas de trigo, milho e soja (ROMAN et al., 2004,
VARGAS et al., 2007; GALLI, 2009; MOREIRA e BRAGANCA, 2010).

Existem, também, espécies nativas, de ampla ocorréncia e com alta capacidade de
infestacdo em lavouras, que desenvolveram resisténcia aos herbicidas comerciais inibidores
das enzimas acetolactatosintase - ALS, como é o caso do picdo-preto (Bidens subalternans)
(GAZZIERO et al., 2003). Esta espécie faz parte de um conjunto de plantas muito agressivas
quanto ao potencial de infestacdo, comumente encontradas nas lavouras do Centro-Sul do
Brasil e, juntamente com Bidens pilosa, formam, geralmente, densas infestacbes e sao,
também, hospedeiras de algumas pragas. Desta forma, além da competicdo com as culturas
agricolas, podem, igualmente, constituir vetores de doencas (LORENZI, 2000; MOREIRA e
BRAGANCA, 2010).

Os resultados obtidos nos testes realizados mostram o efeito alelopatico de dois perfis
quimicos do OE de N. megapotamica, que apresentaram forte inibicdo na germinacdo de
sementes e no desenvolvimento de plantulas em aveia-preta, picdo-preto e azevem, bem como
menor efeito para alface, soja e arroz, mediante 0 comportamento de resposta exibido pelas
CP1 médias dos tratamentos realizados para cada espécie. Foi observado, também, maior
efeito alelopatico do OE do GQ5 em relacdo ao do GQ2 para o teste realizado com arroz.
Esses resultados sdo dependentes da composicdo quimica apresentada pelos OE utilizados,
também retratada neste trabalho.

O uso do detector por ionizagdo em chama permitiu a deteccao de tracos da classe dos
fenilpropanoides também no GQ2, ndo observados por Amaral et al. (2014b), que utilizaram

andlises por CG-EM. Este fato ndo elimina as diferencas entre as composi¢des quimicas dos
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OE avaliados, apenas diminui a dissimilaridade entre 0s mesmos. As composi¢Ges quimicas
do OE dos grupos quimicos 2 e 5 apresentaram algumas diferencas quanto aos teores de
monoterpenoides, sesquiterpenoides e de fenilpropanoides, que podem configurar diferentes
fendtipos para o OE da espécie em questdo. Alguns autores, a exemplo de Torres et al. (2014),
sugeriram a ocorréncia de quimiotipos e/ou ecotipos para 0 OE de N. megapotamica, devido a
diferencas na composicao quimica de OE obtidos em distintos locais de coleta. J& Amaral et
al. (2014) observaram a ocorréncia de quimiotipos dentro de uma mesma populacdo de N.
megapotamica em Santa Maria, RS, Brasil, indicando que a variabilidade para a espécie é
maior do que aquela anteriormente relatada.

A acdo alelopéatica do OE de folhas frescas de N. megapotamica neste trabalho nédo
surpreende, uma vez que na literatura existem varios trabalhos que citam o efeito inibitério do
OE de diversas espécies sobre a germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas
(SOUZA FILHO et al., 2006, 2009; KAUR et al., 2010; SATYAL et al., 2013), bem como
para a diferenciacdo desta atividade devido a existéncia de quimiotipos para os OE (KOMAI
et al., 1991; SAHARKHIZ et al., 2010; ANDRIANJAFINANDRASANA et al., 2013).
Segundo Miller (1996), a atividade alelopéatica pode ser autotdxica (inibicdo da germinagdo
das sementes e do crescimento de plantulas da propria espécie produtora de aleloquimicos) ou
heterotoxica (acdo inibitoria sobre sementes e plantulas de outras espécies). Este estudo
abrangeu apenas a avaliacdo da atividade alelopatica heterotoxica dos OE de N.
magapotamica. Para tanto, foram escolhidas espécies mono e dicotiledéneas consideradas
bioindicadoras, daninhas e culturas agricolas, para avaliar o potencial do OE desta espécie
arbdrea nativa, abundante nas florestas do sul do Brasil e que também ocorre em outros paises
sul-americanos, visando obter um produto natural que auxilie na resolugéo dos problemas na
agricultura e que possa, também, configurar fonte de geracdo de renda. Outro ponto que,
igualmente, foi considerado, € o menor impacto ambiental para o controle de plantas
daninhas, que pode ser obtido com o uso de produtos naturais como 0os OE (OOTANI et al.,
2013), que, geralmente, s&o menos nocivos a saude humana e animal.

A variabilidade da atividade alelopéatica dos OE de ambos 0s grupos quimicos sobre as
espécies-alvo era esperada e foram de acordo com os relatos da literatura. Os OE de N.
megapotamica comportaram-se de forma similar ao OE de Ravensara aromatica (Lauraceae),
com acdo alelopédtica variada sobre as espécies de plantas avaliadas
(ANDRIANJAFINANDRASANA et al.,, 2013). Neste trabalho foi, tambeém, possivel

observar a acao diferenciada de quimiotipos de OE de uma espécie da familia Lauraceae, a



76

exemplo da observada no teste realizado com arroz. No trabalho acima citado, os autores
observaram que o quimiotipo limoneno apresentou menor atividade alelopatica em relacdo ao
quimiotipo sabineno, que mostrou maior efeito fitoxico na germinagdo de sementes e
crescimento de plantulas desta espécie-alvo. Outro comportamento semelhante foi a menor
suscetibilidade apresentada pelo arroz, frente ao OE de uma espécie da familia Lauraceae, em
relacdo a outras espécies.

Segundo Maraschin-Silva (2004) os metébolitos secundarios de plantas podem
prejudicar a assimilacdo de &gua, captacdo de nutrientes, sintese de proteinas e 0s processos
bioquimicos da germinacdo. Os mesmos possuem diferentes modos de interacdo e a¢do com
sitios ativos envolvidos na germinacdo de sementes, no crescimento de plantas, nas atividades
de respiracdo celular nas mitocondrias e na cadeia de transporte de elétrons no processo da
fotossintese (CESPEDES et al., 2000; CESPEDES et al., 2006).

Possivelmente os resultados obtidos foram decorrentes da acdo sinérgica das classes
de constituintes presentes no OE de N. megapotamica, uma vez que diversos de seus
representantes apresentam acdo alelopética (KING e AMBIKA, 2002; DE MARTINO et al.,
2010). Deste modo, é dificil apontar um agente especifico para a atividade alelopética
observada no presente trabalho, ou determinar o local de sua acdo. Porém, dentre as classes de
compostos presentes nos OE utilizados, a dos monoterpenoides é a que possui mais registros
de substancias com a acdo alelopética descrita na literatura (SINGH et al., 2002; KORDALI
et al., 2007; DE MARTINO et al., 2010). Segundo Sikkema et al. (1995), as funcdes das
membranas celulares podem ser alteradas por interacdes como monoterpenos de
hidrocarboneto ciclico, que podem impedir o crescimento e a atividade celular, eventos
necessarios para ocorrer a germinacdo de sementes. Nishida et al. (2005) relatam que os
monoterpnoides oxigenados podem causar reducdo de algumas organelas celulares como as
mitocéndrias, acumulo de goticulas de lipideos no citoplasma, provavélmente devido a
inibicdo da sintese de DNA ou ruptura de membranas.

Os monoterpenoides a ¢ B-pineno, limoneno, presentes com consideraveis teores nos
OE avaliados (48,20 % no GQ2 e 34,39 % no GQ5), além do canfeno, linalol, timol,
carvacrol, 1,8-cineol, canfora, dentre outros, ja tiveram atividade alelopatica descrita na
literatura (VOKOU et al., 2003; ANGELINI et al., 2003; KORDALI et al., 2007; MARCO et
al., 2012; SATYAL et al., 2013). J4 Komai et al. (1991) apontam maior atividade alelopética
para OE de quimiotipos de Cyperus rotundus constituidos, principalmente, por
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sesquiterpenoides que continham o grupo acetato ou hidroxila. Wang et al. (2009) relataram o
efeito alelopatico do (E)-cariofileno sobre Brassica campestris e Raphanus sativus.

Por outro lado, as substancias fenolicas ou derivados do acido cindmico foram
descritas por Rice (1984) como inibidoras de germinacdo e de crescimento de plantas.
Sabidamente, estes sdo precursores da sintese de fenilpropanoides e de uma série de outros
metabolitos como ligninas, esteroides e aminoacidos (VOGOT, 2010). Representantes desta
classe totalizaram 9,23 % no OE do GQ5 e ocorrem apenas em tragos no GQ2. Os
fenilpropanoides podem inibir o transporte de elétrons nos cloroplastos, a exemplo do 1,2,3,4-
tetrametoxi-5-(2-propenil)benzeno e do éster metilico do acido 3,4-dihidroxi-E-cindmico
(CESPEDES et al., 2000; LATINA-HENNSEN et al., 2006). O primeiro composto possui
semelhanca estrutural com as moléculas de Z- e E-asarona, e 4,6-dimetoxi-5-vinil-1,2-
benzodidxido, todas observadas em maiores porcentagens no OE do GQ5.

No entanto, Demarque e Baroni (2009) sugerem a retirada de grupos doadores de
elétrons presentes nos fenilpropanoides, como as metoxilas ligadas ao anel aromatico, e o
alongamento de sua cadeira carbénica lateral, visando favorecer o encaixe de moléculas aos
receptores (Teoria de Farrimond). Essa modificacdo estrutural configuraria uma distancia
minima entre cargas positivas e negativas (0,50 nm), o que conduziria a uma maior atividade
e favorecimento do efeito fitotoxico. Segundo os autores, uma molécula ativa seria aquela
com maior densidade de cargas positivas no anel aromatico e que tenha uma cadeia lateral
com grupos eletronegativos. No estudo realizado por estes autores foi utilizado, como base
para alongamento da cadeia lateral, o fenilpropanoide 2,4,5-trimetoxibenzaldeido obtido de
Duguetia furfuracea. A partir deste foram obtidos os acidos 2-(2,4,5-trimetoxifenoxi) acético,
2-(2,4,5-trimetoxifenoxi) propandico e 3-(4-hidroxifenil) propandico, dentre outros,
consideradas moléculas otimizadas e com potencial para desenvolver acdo auxinica ou de
inibicdo de germinagdo (acdo herbicida). Estes resultados com derivados de estrutura
fenilpropanoide podem ser uma possivel explicacdo para a diferenciagdo estatistica entre 0s
efeitos alelopaticos apresentados pelos OE dos dois perfis quimicos distintos, em favor do OE
do GQ5, principalmente no teste realizado com arroz. A diferenca ténue na atividade
alelopatica dos OE classificados nos grupos quimicos 2 e 5 pode ser justificada pelo fato de
que, a respeito das diferengas quimicas detectadas, estes apresentaram constituintes quimicos
comuns, como 0s mono e sesquiterpendides que, embora aparecam em propor¢oes distintas,
perfazem a composicdo majoritaria dos OE (Amaral et al., 2014a). Além disso, é provavel que

as diferencas de suscetibilidade das distintas espécies-alvo frente ao mesmo OE sdo devidas
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as caracteristicas inerentes a cada espécie avaliada, uma vez que a resisténcia e tolerancia aos
aleloquimicos é espécie-especifica, existindo organismos mais sensiveis do que outros
(FERREIRA e AQUILA, 2000). Também merece destaque o fato de que, principalmente no
teste com arroz, foram detectadas diferencgas entre o efeito dos OE classificados nos grupos
quimicos distintos, ndo deixando de considerar que ambos 0s grupos apresentaram inibicdo de
germinacéo e desenvolvimento de plantulas.

Dentre as espécies avaliadas, o picdo-preto é a Unica que possui ocorréncia geografica
similar a da N. megapotamica. Estas espécies ocorrem nas mesmas formagfes vegetacionais,
porém, na sequéncia sucessional, fazem parte de grupos distintos. A primeira compde 0 grupo
das espécies colonizadoras, que ocupam d&reas abertas juntamente com espécies
monocotileddneas, classe de espécies cujo desenvolvimento foi mais afetado pelos OE.
Ambas recobrem o solo e depositam material organico, preparando o ambiente para o
estabelecimento das espécies arbustivas e arbdreas da floresta. J& N. megapotamica € uma das
espécies mais importantes na Floresta Estacional Decidual ou Floresta Caducifélia. Esta
presente nos componentes de regeneracdo desta tipologia e, quando em idade reprodutiva
ocupa o segundo estrato, entre as arvores remanescentes da floresta madura (BRENA e
LONGHI, 2002). E considerada, ainda, adaptada as condicBes de floresta secundaria,
capoeirdes (REITZ et al., 1983; DELLA et al., 2004) ou areas alteradas, principalmente pela
acdo antrépica, ambiente de elevada competicdo entre espécies vegetais. As alteracbes na
sucessdo de espécies, na estrutura, na dominancia e composi¢do de comunidades vegetais ja
foram anteriormente relacionadas ao efeito alelopatico (FERREIRA e AQUILA, 2000;
CHOU, 2006). Isso poderia explicar a intensa atividade alelopatica sofrida pelo picdo-preto e
pelas espécies monocotileddneas, aveia preta e azevém, pois possivelmente N. megapotamica
utiliza a alelopatia para obter sucesso na ocupacgdo dos espacos na floresta e na colonizacédo de
ambientes alterados.

A metodologia e o materiais empregados foram adequados, e os resultados obtidos
foram satisfatorios, demonstrando a atividade alelopatica dos OE de N. megapotamica. No
entanto, sugerem-se a realizacdo de testes com fracGes, contendo classes de constituintes do
OE separadas, ou substancias isoladas para estabelecer os potenciais aleloquimicos oriundos

desta espécie, bem como os seus respectivos mecanismos de ag&o.



79

CONCLUSOES

Os 6bleos essenciais de N. megapotamica apresentaram composi¢do quimica variada,
devido, principalmente, a ocorréncia de fenilpropanoides em maiores quantidades (9,23%) no
OE do GQ5, que, também, apresentou menor teor de monoterpenoides (37,86%) em relacdo
ao GQ2 (50,78%). Essas diferencas sugerem a ocorréncia de fenétipos para o OE desta
espécie.

Estes OE apresentaram atividade alelopatica, detectada através da reducdo na
percentagem de germinacdo de sementes e menor crescimento de plantulas de espécies
bioindicadoras de alelopatia (alface e aveia-preta), bem como espécies de plantas daninhas
(picdo-preto e azevém), com variada intensidade. Ja as culturas agricolas, soja e arroz, foram
as espécies-alvo menos afetadas. A diferenca entre os grupos quimicos 2 e 5 foi observada no
teste com arroz. O grupo das plantas monocotiledéneas foi o mais afetado pela acdo
alelopatica do OE em relacéo as dicotiled6neas.

A maior susceptibilidade das sementes das espécies-alvo monocotileddneas e de
picdo-preto aos OE de N. magapotamica parece estar relacionada a co-evolucdo desta ultima,
com uma gama de espécies na dinamica de sucessdo da vegetacdo nas formacbes em que
ocorre. Mais especificamente, ao fato de que os grupos de espécies aos quais as primeiras sao
inclusas, precederem espécies arbdreas como N. megapotamica, que as suprimem do sistema
quando ocorre colonizacdo do ambiente pelas arvores. Possivelmente N. megapotamica utilize

a alelopatia como mecanismo para competir e ocupar espa¢os na floresta.
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6 RESULTADOS ADICIONAIS

6.1 Teste de atividade inseticida do OE de Nectandra megapotamica

6.1.1 Parte experimental

Para a realizacdo do teste de atividade inseticida foram utilizados OE dos grupos
quimicos 2 e 5, descritos no segundo artigo e no manuscrito 1. Anterior ao teste propriamente
dito foi necessario padronizar uma metodologia, que envolveu a escolha de solvente,
emulsificante, forma de aplicacdo, local de acondicionamento dos insetos, volume de solucao
a ser aplicado, numero de repeticGes, nimero de insetos por placa, dentre outros. Isso
consumuiu um volume razovel de OE bem como um numero consideravel de insetos.
Estabelecido um protocolo minimo, foi possivel realizar um experimento para testar 0 método
padronizado, com aplicacdo de uma solucdo contendo 5% de OE, que resultou em
aproximadamente 50 % de mortalidade pelo grupo quimico mais ativo, 0 GQ5.

Os insetos utilizados foram individuos adultos de Nezara viridula, familia
Pentatomidae (LINEUS, 1758), insetos conhecidos popularmente como “percevejo da soja”
(SOSSA-GOMEZ et al., 2010), disponiveis na época em que o experimento foi realizado
(Safra 2011/2012). Os percevejos foram coletados manualmente em uma area experimental
para producdo de sementes de soja sem aplicagdo de inseticida, no Departamento de
Fitotecnia, Centro de Ciéncias Rurais, localizado no campus da UFSM. Os insetos foram
armazenados numa caixa plastica com tela nas laterais até a realizacdo do experimento.

Os OE do GQ2 e GQ5 (50 ul) foram solubilizados em 9 ul de acetona, depois
emulsionados com 1 pl de Tween 20, totalizando 10% da solugdo final, que foi de 1000 pl,
obtida com adi¢do posterior de 940 pl de 4gua destilada. Foram utilizados também um
tratamento denominado branco, sem aplicacéo de solugdes, um controle positivo, com uso de
solugdo contendo o inseticida comercial Conect® a 1% (1 pl do inseticida em 999 pl de agua
destilada), e um controle para os diluentes (9 ul de acetona, 1 pl de Tween 20 e 990 ul de
agua destilada). As aplicacdes de cada tratamento foram realizadas com o auxilio de

borrifadores de vidro individuais, que continham valvula spray. Com essa forma de aplicacéo,
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procurou-se simular a pulverizagao agricola que ocorre para o controle deste inseto nas areas
de cultivo de soja.

Foram elaborados cinco tratamentos ao acaso (branco, controle positivo, controle dos
diluentes, GQ2 e GQ5), cada qual com trés repeti¢bes, constituidas por 10 insetos dispostos

em placa de Petri de vidro com nove cm de diametro (Figura 1).

Figura 1 - Material utilizado nos testes de avaliacdo de atividade inseticida. Placa de petri de
vidro de 9 centimetros de didametro com 10 individuos adultos de percevejo da soja (1.A);
borrifadores de vidro com valvula spray para aplicacdo de solugdo com OE (1.B); Forma de
aplicagéo dos tratamentos (1.C).

Fonte: Autor.

Foram realizadas contagens de percevejos mortos em cada placa, devido a aplicacdo
dos tratamentos, a 1, 14, 20 e 24 horas ap06s a aplicacdo dos mesmos. Os insetos foram
estimulados com a ponta de um bastdo de vidro para verificar se tinham capacidade de
locomocéo, sendo considerados mortos quando ndo mais reagiam ao estimulo. Foi realizada
uma analise de variancia (ANOVA) para os dados obtidos 24 horas ap6s a aplicacdo dos
tratamentos, com uso do o programa Assistat versdo 7.6 Beta (2012). A curva de mortalidade
acumulada (%) foi plotada em funcdo do tempo, para os OE dos dois grupos quimicos

avaliados.
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6.1.2 Resultados

Os insetos apresentaram perda de coordenacgdo, agitacdo e movimentos involuntérios
com alta frequéncia nos tratamentos contendo OE. A Tabela 1 apresenta a mortalidade
acumulada (%) em funcdo do tempo para Nezara viridula em funcdo dos tratamentos
utilizados. O controle positivo apresentou ja na primeira hora altas taxas de mortalidade. Ja o
controle com os diluentes apresentou alguma toxicidade para os percevejos, e 0 tratamento em
branco apresentou uma pequena taxa de mortalidade, decorrente da condicdo dos insetos. As
médias de mortalidade deste controles foram subtraidas dos respectivos tratamentos contendo

OE, como forma de correc¢do dos dados.

Tabela 1 - Percentagem de mortalidade acumulada de Nezara viridula ao longo de 24 horas
apos a aplicacdo dos tratamentos.

Tratamentos Repeticdes Tempo apds a aplicagdo (horas) Tempo apos a aplicagdo (horas)
14 20 24 1 14 20 24
1 0 0 10 10 0 0 0 0
Branco 2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
Média 0,00 0,00 3,33 3,33 0,00 0,00 0,00 0,00 (c)
1 60 100 100 100 60 100 100 100
Controle + 2 50 100 100 100 50 100 100 100
3 70 100 100 100 & 70 100 100 100
Média 60,00 100,00 100,00 100,00 -% 60,00 100,00 100,00 100,00 (a)
1 0 20 20 20 £ 0 0 0 0
Diluentes 2 10 10 10 20 © 0 0 0 0
3 0 10 10 10 g 0 0 0 0
Média 3,33 13,33 13,33 16,67 O 0,00 0,00 0,00 0,00 (c)
1 30 50 50 50 26,67 36,67 36,67 36.67
GQ2 2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 20 20 20 0 6,67 6,67 6,67
Média 10,00 23,33 23,33 23,33 8,89 1444 1444 14,44 (c)
1 20 60 60 60 16,67 46,67 46,67 46,67
GQ5 2 20 40 60 60 16,67 26,67 43,33 46,67
3 30 60 60 60 26,67 46,67 46,67 46,67
Média 23,33 53,33 60,00 60,00 20,00 40,00 4556 46,67 (b)

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade
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Os resultados obtidos para os OEs em analise indicam diferenca de atividade inseticida
entre 0s grupos quimicos comparados. A mortalidade acumulada observada no tratamento
GQ5 (46,67%) foi estatisticamente superior a observada para 0 GQ2 (14,44%), 24 horas ap0s
a aplicacédo dos tratamentos (Tabela 1, Figura 2).

A ANOVA realizada para o teste de atividade inseticida com os dados corrigidos 24
horas ap0s a aplicacdo dos tratamentos, apresentou um Teste F altamente significativo (F =
70,7194** p <0,001; GL = 14) e F critico de 5,99. As médias de mortalidade acumulada (%)
foram estatisticamente diferentes para os tratamentos utilizados (Tabela 1). A diferenca
minima significativa (DMS) foi de 23,50 % e o coeficiente de variacdo (CV) foi de 27,11 %.
Contudo destaca-se a importancia de serem realizados novos testes com um nimero maior de
repeticdes de modo a dar seguranca para a analise estatistica.

A alta percentagem de mortalidade observada para o controle positivo, constituido por
um produto comercial especifico para o controle de percevejos da cultura da soja, pode ser
explicada pela superdosagem do mesmo. Fazendo uma correlacdo entre a recomendacdo de
aplicacdo do produto por hectare (0,750 ml em 10.000 m?) com a &rea da placa de petri
(6,6362.10° m?), tem-se um volume de 0,48 pl, no entanto, foram aplicados 1 ul do produto

comercial (menor volume pipetavel).

50 - -8
y(GQ5) = 1,2085x + 20,231 f,——ﬂf
__ 401 R2 = 0,9606 o -
g -
230 - T
& T y(6Q2) = 0,2521x+9,3345
E— —— 2 _
520 | O RZ=0,8326
S
b=
10 -
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Tempo (h)
O GQ2 O GQ5 Linear (GQ2) ---—- Linear (GQ5)

Figura 2 - Atividade inseticida dos OE do GQ5 e GQ2, obtido das folhas velhas de
Nectandra megapotamica coletadas no Morro do Elefante, Santa Maria-RS.
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6.2 Segunda area de coleta

6.2.1 Parte experimental

Ao completar um ano de coletas em individuos de N. megapotamica no Morro do Elefante,
houve mudanca na titularidade da propriedade na qual os individuos amostrados ocorreram. O novo
proprierario do local ndo permitiu a entrada e a continuidade das coletas em sua propriedade, sendo
necessario entdo encontrar uma novo local de coleta. Este novo local localiza-se proximo ao km 318
da BR 158, no sentido Santa Maria a Itaara-RS. As condigBes ambientais sdo semelhantes as do
primeiro: formagdo florestal e associacdes de classes de solo. Apenas houve mudanga na face de
exposicdo, sul para o Morro do Elefante e oeste para o novo local, que localiza-se a
aproximadamente 5 km do local de coleta anterior, ambos em Santa Maria-RS, e também na
altitude, que foi superior no novo local de coleta, estando entre 232 e 249 m.

Foram utilizados os mesmos procedimentos de coleta de folhas frescas descritos nos artigos
1e2 (AMARAL et al., 2014a, b). Mas para esta série de dados as folhas ndo foram separadas em
jovens e velhas, por ndo apresentarem divergéncia acentuada na composicdo quimica que
justificasse sua separacdo. Foram amostrados 12 individuos no total, sendo coletados trés por
estacdo do ano, sendo que as coletas foram realizadas na primavera, verdo, outono e inverno, entre
0s anos de 2011 e 2012. Os OE foram obtidos por hidrodestilagdo (SARTOR, 2009), por trés horas
e em triplicata.

Foram determinados os redimentos, sendo analisados por ANOVA e correlacionados, por
correlacdo de Pearson (p 005) com as variaveis climéticas descritas para Santa Maria, RS, obtidas da
estacdo meteorologica do INMET nimero 83936 (INMET, 2014). Foram utlizadas as variaveis
precipitacdo (mm), temperatura (°C), umidade relativa do ar (%), insolacdo (h) e presséo
atmosférica (hPa). Para a precipitagdo foram obtidos o valor acumulado para o periodo de 15 dias
antes de cada coleta de material vegetal para obtencdo do OE da espécie. Para as demais variaveis
foram obtidos os valores maximos, minimos e médios para o periodo de cinco dias antes de cada
coleta, sendo que para cada dia haviam disponiveis trés observacg@es destas varidveis.

Os OE foram analizados por cromatografia gasosa com espectrometria de massas (CG-

EM), utilizando-se os mesmos parametros de analise j& descritos nos artigos 1 e 2.
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6.2.2 Resultados

Os rendimentos obtidos para os OE de folhas frescas de N. megapotamica diferiram em
funcéo das estacOes do ano (Tabela 2).

Tabela 2 - Rendimento (%) base imida do 6leo essencial das folhas de Nectandra megapotamica
coletadas proximo ao km 318 da BR158 em Santa Maria-RS.

Coleta Primavera 2011 Verao 2012 Outono 2012 Inverno 2012

Repetigéo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 0,0789 0,1600 0,1119 0,1655 0,1881 0,1792 0,1769 0,1422 0,2213 0,0626 0,2070 0,0868
2 0,0967 0,1388 0,1028 0,1817 0,1794 0,1630 0,1337 0,1195 0,2693 0,0538 0,1940 0,0910
3 0,0882 0,1705 0,2402 0,1891 0,1831 0,1925 0,1234 0,1008 0,2223 0,0395 0,1991 0,0776

0,0879 0,1564 0,1516 0,1788 0,1835 0,1782 0,1447 0,1209 0,2376 0,0520 0,2000 0,0851

MEDIA 0,1320(ab) 0,1802(a) 0,1677(ab) 0,1124(b)

0,1481

Legenda: a; ab; b — diferenca estatistica 0,0660 (Teste de Tukey p0,05); F 3,31 Fcrit. 2,90 p0,0325; cv 34,93%

No verao foi obtido o maior rendimento de OE, porém este ndo diferiu estatisticamente do
obtido no outono e primavera. J& no inverno foi obtido o menor rendimento, estatisticamente
inferior ao do verdo e sem diferenca entre o da primavera e outono. Houve divergéncia da série
obtida no Morro do Elefante, na qual primavera e outono apresentaram, respectivamente, maior e
menor rendimento, possivelmente devido a ocorréncia de estiagem no periodo de coleta (Figura
3.A). No entanto, o rendimento médio foi similar ao obtido no primeiro local de coleta, 0,17%. Os
dados climéticos obtidos para caracterizar o periodo de coleta, inclusive o da primeira area, estdo
ilustrados na Figura 3.

Na primeira area de coleta foram observadas as maiores correlegBes de Pearson, entre o
rendimento base Umida do Oleo essencial (%) com as varidveis umidade relativa méaxima (%),
insolacdo maxima (h), pressao atmosférica media (hPa), insolacdo média (h) e pressdo atmosferica
maxima (hPa), que foram respectivamente de -0,5590; 0,4330; -0,4147; 0,3997 e -0,3979. Ja na
segunda area de coleta as maiores correlacfes foram entre o rendimento do dleo essencial com as
variaveis precipitacdo média (mm), pressdo atmosférica minima (hPa), presséo atmosférica media
(hPa), umidade relativa do ar média (%) e temperarura minima (C°), respectivamente com valores
de 0,4811; -0,4248; -0,4041; -0,2965 e 0,2862.
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Figura 3 — Variabilidade da preciptacdo acumulada (A), temperatura (B), umidade relativa do ar
(C), insolacdo (D), pressdo atmosférica (E) e rendimento do Oleo essencial de Nectandra
megapotamica para os dois periodos de coleta (F) em Santa Maria-RS.

Legenda: LS — limite superior; LI — limite inferior.

De uma maneira geral ocorreram 0s mesmos constituintes nos OE obtidos na segunda area

de coleta em relagdo a anterior. Porém, os sesquiterpenoides foram predominantes em relagéo as

demais classes de constituintes (Figura 4),

ndo sendo observada a alternancia entre

monoterpenoidess e sesquiterpenoides, de forma evidente como nas amostras de OE obtidas no

Morro do Elefante.
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Figura 4 - Variacdo das classes quimicas de constituintes no OE de N. megapotamica obtido
de folhas coletadas nas proximidades do km 318 da BR 158 em Santa Maria-RS.

Legenda: M — monoterpenoides; S — sesquiterpenoides; F — fenilpropanoides; NI — ndo identificados

Em relagdo a composicéo quimica, a principal alteracdo observada foi o maior predominio
de biciclogermacreno em relagdo ao a-pineno e auséncia dos fenilpropanoides Z- e E-Asarona
(Tabela 3). No entanto, foi identificado o fenilpropanoide 4,6-dimetoxi-5-vinil-1,2-benzodiéxido,
presente na série anterior, mas ndo identificados (NI 9@), e também foram detectados os demais
representantes dessa classe, Metil Eugenol, Elemicina e a estrutura com perfil de fragmentacéo

semelhante ao da Z-asarona (NI 6# na composi¢do dos OE do artigo 2, correspondente ao NI 9#

contido na Tabela 3).



Tabela 3 - Composicao quimica dos OE de folhas de N. megapotamica coletadas nas proximidades do km 318 da BR 158 em Santa Maria-RS.

N, Const Clas indice de Kovatz Fon. Teor (%) M
Calculado*  Tab. F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 Fi12
1 a-Pineno HM 9304 9350 930 N 18,54 16,29 13,00 20,48 17,28 6,26 16,94 16,28 21,72 22,19 7,33 21,06 16,45
2 Canfeno HM 9429 9464 943 N 068 098 081 031 059 030 063 027 069 043 013 0,25 0,551
3 f-Pineno HM 9729 9762 974 N 1551 14,07 11,84 15,07 13,66 5,68 14,27 9,16 17,30 12,72 6,57 1537 12,60
4 B-Mirceno HM 9896 9925 9912 N 1,10 086 066 1,13 091 049 103 202 113 364 060 101 1,21
5 a-Felandreno HM 10004 --- 1002 N - 014 - 014
6 3-Careno HM 10059  --- 1004 N - - - 011 - 011
7 a-Terpineno HM 1013,2 10132 1013 N - 011 o011 -- - 011
8 Limoneno HM 1026,0 10289 1026 N 7,28 6,53 547 542 546 749 6,15 377 456 587 260 513 548
9 Eucaliptol MO 1027,3 10298 1029 N 066 050 033 063 069 - 051 0,79 1,13 092 0,16 0,24 0,60
10 B-E-Ocimeno HM 1037,6 1039,6 1040 N - 056 - -- 020 057 - -- 047 017 085 -- 047
11 -Z-Ocimeno HM 1046,9 1050,3 1047 N 042 3,76 046 049 113 3,76 037 045 29 102 655 0,37 181
12 t-Terpineno HM 10556 1058,1 1058 N 0,14 0,18 0,19 0,14 011 --- - 011 - - 014
13 Terpinoleno HM 10849 10870 1085 N 0,62 052 047 052 043 050 053 034 043 049 204 0,34 0,60
14 B-Linalol MO 1098,6 1099,2 1098 N -- 033 011 - - 013 017 -- 0,18
15 Canfora MO 11408 -- 1141 N - 012 - - 012
16 4-Terpineol MO 11744 11764 1174 N 0,23 034 036 024 022 010 024 012 0,18 014 - - 022
17 a-Terpineol MO 1188,1 1190,1 1190 N 0,16 024 030 030 015 -- - 011 --- - 013 - 0,19
18 Acetato de bornila MO 1284,7 12855 1284 N - - 025 - - 012 - --- 0,18
19 NI 1 NI 1326,7 13285 --- -- 010 --- - 012 - - 011
20 8-Elemeno HS 13359 1338,7 1337 N 1,28 1,11 131 1,14 067 169 109 09 199 110 1,03 1,12 1,21
21 a-Cubebeno HS 1348,1 1350,4 1348 N - 010 011 - 011 0,22 0,16 018 020 -- 0,16
22 Ciclosativeno HS 1362,8 13658 1371 A - - - 010 012 014 --- - 00 0,12
23 Copaeno HS 1374,2 13769 1376 N 186 049 059 180 186 194 248 317 3,71 168 114 159 1,86

Tabela 3 continua na préxima péagina
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indice de Kovatz

Teor (%)

Nu. Const. Clas on. M
Calculado*  Tab. F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 Fi12
23 Copaeno HS 13742 13769 1376 N 186 049 059 180 186 194 248 317 3,71 168 114 159 1,86
24 B-Bourboneno HS 1383,2 13859 1383 N 0,14 013 0,25 0,20 0,9 020 0,18 020 -- 042 012 0,11 0,20
25 B-Cubebeno HS 1388,8 1391,6 1391 N - 048 041 080 087 129 093 067 048 0,74
26 B-Elemeno HS 1390,7 13935 1392 N 092 087 092 064 043 151 050 055 066 047 046 063 0,71
27 Cipereno HS 13980 -— 1399 A - 010 - - 0,10
28 Metil Eugenol F 14042 - 1404 N - 013 - - 0,13
29 a-Gurjuneno HS 1408,0 1410,9 1409 N -- 010 013 - 010 0,13 011 - - 020 - - 0,13
30 Cariofileno SO 1417,7 14211 1420 N 340 327 243 1838 184 265 39 283 302 131 199 181 253
31 B-Gurjuneno HS 1427,7 1430,3 1427 N - 024 026 021 - 024 027 014 014 - - 021
32 f3-Copaeno HS 1427,8 1430,7 1432 A 0,19 022 - - 025 - -- 0,15 0,20
33 1-Elemeno HS 1432,7 1433,7 1434 N 0,13 - 0,18 - - 012 - - 016 - - 0,15
34 a-Bergamoteno HS 14350 -- 1436 N - 050 - === 0,50
35 NI 2 NI 14358 14404 - -- 075 041 035 013 042 060 034 037 024 0,22 0,38
36 Aromadendreno HS 1437,7 1440,7 1439 N 037 036 - - 059 - = 0,44
37 Z-B-Farneseno HS 14422 - 1443 A - 028 - - 0,28
38 t-Gurjuneno HS 14425 1450,3 1444 N - 021 - - 011 012 - - 0,15
39 a-Cariofileno SO 14524 14556 1452 N 137 053 048 099 138 161 143 184 180 084 0,70 105 1,17
40 Allo-Aromadendreno HS 1458,1 14624 1460 N 0,30 1,07 050 335 127 044 036 092 19 053 094 044 1,01
41 E-Muurola-4(14),5-dieno HS 14736 -— 1467 A - 012 - - 0,12
42 t-Muuroleno HS 14769 -— 1477 N - 043 - - 043
43 Germacreno D HS 1481,3 1485,7 1483 N 9,19 12,20 14,63 11,46 10,24 12,99 12,39 13,10 6,57 9,15 6,70 11,75 10,86
44 NI 3 NI 14917  --- - 018 - - 0,18
45 Biciclogermacreno HS 1497,9 1503,8 1500 A 21,81 26,55 27,90 25,60 20,02 38,79 26,05 30,24 19,85 21,27 38,11 31,80 27,33
46 a-Bulneseno HS 1503,6 15085 1504 N 047 050 054 039 037 08 062 064 020 030 -- 033 047
47 B-Bisaboleno HS 1506,8 --- 1506 N - 037 - - 0,37
48 NI 4 NI 1506,8 15144 - - 044 0,22 0,33

Tabela 3 continua na préxima pagina
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indice de Kovatz Teor (%) M
Nu. Const. Clas Fon.

Calculado*  Tab, FIL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 FI0 FI1 FI2
49 t-Cadineno HS 15128 15168 1514 N 025 021 036 022 022 041 029 042 025 037 032 -- 030
50  Cadina-1(10)4-dieno  HS 15224 15266 1526 N 2,38 081 134 197 242 353 245 330 270 101 113 165 206
51  E-Cadina-l(2)4-dieno  HS 15309 15347 1535 A 010 -~ - -— == 016 016 015 017 016 - - 015
52 NI 5 NI 15411 15569 ~-= - = o == 022 010 011 - -~ 015 040 011 018
53 Elemol SO 15499 - 1547 N - e e e e e e 044 044
54 Silfiperfol-5-en-3-0l A SO 15559 - 1552 A - o= = = e = Q10 - e = e Q]
55 Germacreno B HS 15563 - 1558 N - 016 - - = o= == == e = 01§
56 Elemicina F 15566 15599 1557 A -~ - 025 - 036 053 ~-- 020 -- 066 - - 040
57 NI 6 NI 15564 15670 -= -= 048 == = = == == == = == 01§ 020 011 024
58 E-Nerolidol SO 15627 15670 1563 A 170 076 012 041 015 071 069 037 032 234 568 - 120
59 NI 7 NI 15665 15700 -~ -~ 016 031 034 026 018 029 022 022 012 - - == 023
60 Espatulenol SO 15765 15814 1578 N 069 061 120 047 109 105 054 136 056 164 120 060 092
61 Globulol SO 15832 15871 1583 N 074 098 120 077 069 103 083 096 055 086 1,14 057 086
62 viridiflorol SO 15916 15049 1593 A 048 086 105 078 051 084 077 076 046 064 077 042 069
63 Guaiol SO 15988 -~ 1596 N - - - == e e o o 0BG . (56
64 NI 8 NI 16019 16054 ~-- - 044 037 057 037 -- 043 033 043 030 051 029 022 039
65 NI 9% F 16032 == == = e o e e QB3 - m e we e o e (63
66 NI 10 NI 16104 16260 -~ - - 015 ~-= == - 013 010 010 - - 023 - 014
67 Cubenol SO 16283 16317 1630 N 014 -~ - - 012 032 021 019 017 026 032 - 022
68 B-Eudesmol SO 16338 -~ 1636 N - - o= o= wm e e e 061 - (6]
69 NI 11 NI 16421 == == == == == == == s Q15 = e s - w15
70 «-Cadinol SO 16414 16451 1645 N 034 042 051 043 034 039 039 051 027 053 119 025 047
71 5-Cadinol SO 16476 16486 1645 N - == == == = == == (012 011 -~ 023 - 015
70 AGDImetOXISVINILL2- a6 6578 . A2 507 - 739 -~ 1300 027 - 051 - 211 -  — 472

benzodioxido

73 NI 13 NI 16540 == == == == e e e e e e e 074 - 074
74 a-Cadinol SO 16549 16584 1656 N -~ 055 -- 058 -~ 056 045 045 029 053 306 036 076

Tabela 3 continua na préxima pagina
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indice de Kovatz Teor (%)

Nu. Const. Clas. Fon. M
Calculado*  Tab. F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 FO F10 Fl11 F12

75 NI 14 NI 16589 16915 -—-  -— -- 029 021 138 -- 063

76 Epi-p-Bisabolol sO 16711 - 1672 A - 016 - - 0,16

77 Fitol SO 2109,1 21105 2012 N - 019 016 - - 044 - - 042 - 013 0,27

78 NI 15 NI 20550 - - 029 - - 0,29

Total Identificado 93,55 99,18 90,95 98,74 85,84 98,41 98,82 98,24 98,65 96,49 96,09 99,12 96,17

Ndmero de Picos 38 43 42 37 39 42 44 42 44 48 45 33 41

Hidrocarbonetos Monoterpénicos (HM) 44,28 43,87 33,01 4355 39,76 25,05 40,04 32,30 49,36 46,63 26,92 43,52 39,02

Monoterpenoides Oxigenados (MO) 104 141 135 1,16 106 0,10 094 102 142 141 046 0,24 097

Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos (HS) 39,38 4557 49,20 47,60 38,53 63,57 48,03 5525 40,31 38,43 50,82 50,16 47,24

Sesquiterpenoides Oxigenados (SO) 88 833 714 630 613 915 981 938 755 936 17,89 519 8,76

Fenilpropanoides (F) 507 000 764 0,13 1400 080 0,00 0,71 0,00 277 0,00 0,00 259

Néo Identificados (NI) 138 082 166 1,26 053 133 1,18 134 135 140 391 089 142

Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Legenda: Nu. — nimero; Const. — constituinte; * - amplitude de valores para IK calculado devido as diferentes analises; Clas. — classe de constituintes; Tab. — tabelado; Fon.
— fonte; M — média; # - Fenilpropanoide com perfil de fragmentacdo do modelo de espectro de massas semelhante ao da Z-asarona; N — (NIST, 2002); A — (ADAMS, 2001);
A? (ADAMS. 2010).

L6
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6.3 Isolamento de um fenilpropanoide do OE de N. megapotamica

6.3.1 Parte experimental

O OE foi fracionado por cromatografia em coluna (CC). Foram utilizados 1,0 g de OE
do grupo quimico 5, 100,0 g de gel de silica 60 (70-230 mesh, Macherey-Nagel, Germany), e
um sistema composto pelos solventes hexano e acetona, na propor¢do de 9:1 (v/v). Foi
utilizada uma coluna com aproximadamente 7 cm de didmetro externo e 60 cm de altura,
sendo coletadas fracdes de 50 mL, obtidas com um fluxo de gotejamento de 30 gotas min™.
As fracOes coletadas foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) sobre
cromatofolhas de gel de silica F254 (Macherey-Nagel, Alemanha), observadas sob luz UV e
posteriormente e reveladas com vanilina sulfdrica. Foram coletadas 21 fracdes, sendo que as
fragcbes 7 e 8 foram reunidas (aproximadamente 100 mL) num baldo, e concentradas sob
pressdo reduzida a 40° C em Rotavapor R-210 BUCHI.

A identificacdo do constituinte isolado foi realizada por CG-EM, 'H e *C- RMN
(resonancia magnética nuclear). O espectro RMN foi gerado em CDCIl3 num espectrdmetro
Bruker HPX 400 FT-NMR a 400 MHz para *H e 100 MHz para *C, com tetrametilsilano
(TMS) como padréo interno.

6.3.2 Resultados

Ap0s concentrados e analisados todos os grupos de fragdes por CCD e CG, observou-
se que as fracoes 7 e 8, apds reunidas e evaporadas, continham 90 mg de um fenilpropanoide
incolor, com 98,30% de pureza, e Indice de Kovats (IK) de 1664. Quando comparado ao
banco de dados contido em Adams (2010), o mesmo foi identificado como 4,6-dimetoxi-5-
vinil-1,2-benzodidéxido [IK 1654 (ADAMS, 2010)]. No entanto, o resultado da analise por
RMN, método de analise mais acurado e que permite elucidar a estrutura molecular dos
constituintes, mostrou tratar-se do fenilpropanoide isoelemicina, de férmula molecular

C12H1603. Sua estrutura molécular é representa pela Figura 5. O constituinte foi identificado
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atraves da comparacédo de seus dados espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear com
a literatura (SIERGIEJCZYK et al., 2000).

Figura 5 - Estrutura quimica da isoelemicina.
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6.4 Teste de atividade anestésica do OE de N. megapotamica em peixes

6.4.1 Parte experimental

Para a realizacéo deste teste foi selecionado o individuo de N. megapotamica F5 do
segundo local de coleta, localizada proxima ao km 318 da BR-158, em Santa Maria-RS. A
composicao quimica do OE deste espécime assemelha-se a apresentada pelos OE do grupo
quimico 5 (GQ5), descrito por Amaral et al. (2014b). Folhas frescas do mesmo foram
coletadas em marco de 2014, e o OE foi obtido por hidrodestilagdo (SARTOR, 2009),
processo no qual foram adotados os critérios descritos por Tondolo et al. (2013) e Amaral et
al. (2014a, b). O OE foi analisado por cromatografia gasosa com espectometria de massa
acoplada (CG-EM) e por cromatografia gasosa com detec¢édo por ionizacdo em chama (DIC).
Maiores detalhes sobre estas analises podem ser encontrados no manuscrito 1. Foi utilizada
também a Isoelemicina (Fenilpropanoide) obtida pelo fracionamento do OE, descrito
anterioramente para obtencdo do constituinte isolado.

Os ensaios foram realizados com individuos juvenis de jundias (Rhamdia quelen). Os
peixes utilizados eram do mesmo lote (aproximadamente 200 individuos), fornecidos por um
produtor local. Os mesmos foram transportados até o Laboratorio de Fisiologia de Peixes para
aclimatacdo (periodo de uma semana). Os mesmos foram colocados em reservatorio com
capacidade de 250 L de &gua com aeracdo constante. A &gua do reservatério foi trocada
diariamente e os animais foram alimentados uma vez ao dia, geralmente pela manha. Os
parametros da 4gua no dia do teste foram oxigénio 7,7 mg L™, temperatura 28,4° C e pH 7,9.

Os estagios de inducdo a anestesia foram avaliados de acordo com Small (2003) e
Silva et al. (2012). Os estdgios foram, T1 — sedacdo leve; T2 — sedacdo profunda (ambas
envolvem perda de resposta gradativa a estimulos externos); T3 - perda parcial de equilibrio
(a), perda total de equilibrio e de locomocéo (b); T4 — anestesia profunda (estado estatico); T5
— colapso medular (morte dos peixes). Os peixes juvenis foram transferidos individualmente
para aquarios com capacidade de 1 L de agua e o OE, primeiramente diluido em etanol (1:10),
que foi adicionado ao banho nas concentragdes de 100, 150, 200, 300, 400 e 500 mg L™
Estudos anteriores demonstraram que o etanol utilizado para diluicdo ndo apresenta efeito

anestésico (CUNHA et al., 2010). No ensaio tambeém foi avaliado o eugenol como controle
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positivo (50 mg L™). O mesmo procedimento foi adotado para a isoelemicina, que foi
avaliada nas concentragdes de 4,5 e 12,5 mg L™, valores correspondentes ao seu teor no OE
utilizado, respectivamente nas concentraces de 100 e 500 mg L™.

Foram utilizados 10 individuos juvenis de jundié para cada grupo experimental, e cada
animal foi utilizado apenas uma vez. O tempo maximo de observacédo foi de 30 minutos para
inducdo e também para recuperacdo. Os peixes tiveram 0 comprimento (cm) e peso (Q)
mensurados antes de serem levados para o banho de recuperacdo. Estes dados mostraram que
0s peixes eram de um lote relativamente padronizado (comprimento médio 9,64 c¢cm, devio
padrdo de 1,13, CV% de 11,71; peso médio 9,33 g, desvio padrdo de 2,28, CV% 24,40).
Depois de recuperados os peixes foram agrupados de acordo com o protocolo experimental e
transferidos para aquéarios aerados de 40 L, onde foram observados por 48 h, a fim de serem
avaliados quaisquer sinais de comportamento anormal, doencas ou mortalidade.

Foi utilizada a analise estatistica ndo paramétrica com uso do teste de Kruskal-Wallis,
similar a analise de variancia de uma via (MOORE e McCABE, 2002), devido ao fato dos
dados ndo atenderem aos pressupostos da anélise de variancia — ANOVA (homogeneidade de
variancia, normalidade e independéncia dos residuos). Para a comparacdo multipla dos postos

médios foi utilizado o teste de Dunn.

6.4.2 Resultados

A composicao quimica do OE obtido esta descrita na Tabela 4.

Tabela 4 - Composicdo quimica do OE de folhas frescas de N. megapotamica.

Constituintes Tipo IKExp. IKTab. Fonte Valores (%)
a-Pineno HM 927,90 930 N 14,09
Canfeno HM 942,48 943 N 0,94

NI NI 968,20 0,70
B-Pineno HM 970,43 974 N 12,19
B-Mirceno HM 986,81 991 N 0,72

Tabela 4 continua na préxima pagina




102

Constituintes Tipo IKExp. IK Tab. Fonte Valores (%)
Limoneno HM 1023,40 1026 N 5,41
B-E-Ocimeno HM 1044,34 1040 N 0,60
y-Terpineno HM 1054,33 1056 N 0,15
Terpinoleno HM 108350 1085 N 0,43
B-Linalol MO 1095,62 1099 N 0,12
Terpineol MO 1173,22 1176 N 0,21
NI NI 1182,31  ---- 0,11
a-Terpineol MO 1186,62 1190 N 0,12
NI NI 1282,12  ---- 0,18

NI NI 132389  ---- 0,16
d-Elemeno HS 1333,72 1337 N 1,55
a-Cubebeno HS 1346,21 1345 N 0,11
Copaeno HS 1372,86 1376 N 0,46
-Bourboneno HS 1382,13 1383 N 0,30
B-Elemeno HS 138856 1392 N 1,03
Cipereno HS 1397,06 1399 A 0,11
NI NI 140783  ---- 0,14
a-Gurjuneno HS 141185 1409 N 0,12
Cariofileno HS 1417,03 1420 N 2,48
B-Gurjuneno HS 1426,39 1427 N 0,44
-Copaeno HS 1432,35 1432 A 0,38
t-Elemeno HS 1436,77 1434 N 1,13
NI NI 144106  ---- 0,53

NI NI 144820  ---- 0,21
a-Cariofileno HS 145141 1452 N 0,68
NI NI 1457,01  ---- 0,24

NI NI 1458,94  ---- 0,19

NI NI 1460,77 - 0,23
y-Muuroleno HS 1473,77 1474 N 0,67
Germacreno D HS 147891 1483 N 11,72
a-Selineno HS 1488,47 1488 N 0,32
Biciclogermacreno HS 149450 1500 A 26,96
B-Bisaboleno HS 1504,13 1506 A 0,68
Cadina-1(10),4-dieno HS 1520,19 1526 N 1,34
NI NI 152756  ---- 0,35
E-Cadina-1(2),4-dieno HS 1535,03 1535 A 0,11
E-y-Bisaboleno HS 1537,14  --—-- 0,21
NI NI 154582 - 0,25

NI NI 1551,38 - 0,27

NI NI 155557 - 0,24
Elemicina F 1558,68 1557 A 0,28

Tabela 4 continua na proxima pagina
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Constituintes Tipo IKExp. IK Tab. Fonte Valores (%)
E-Nerolidol SO 1565,66 - 0,56
NI NI 157562 - 1,10
Espatulenol SO 1582,23 1578 A 1,11
Globulol SO 1589,94 1585 N 1,05
Viridiflorol SO 1595,19 1595 N 0,21
NI NI 159986  ---- 0,31
Z-Asarona F 1620,71 1617 A 0,29
a-Muurolol SO 1639,75 1646 A 0,50
4,6-Dimetoxi-5-vinil-1,2-benzodiéoxido F  1646,16 1654 A 447
NI NI 165191  ---- 0,56
Total Identificado 94,25
Hidrocarbonetos Monoterpénicos (HM) 34,54
Monoterpenoides Oxigenados (MO) 0,44
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos (HS) 50,81
Sesquiterpenoides Oxigenados (SO) 3,43
Fenilpropanoides (F) 5,03

N&o Identificados (NI) 5,75

Total 100,00

Legenda: IK - indice de Kovatz; Exp. - experimental; Tab. - tabelado; N (NIST, 2009); A (ADAMS, 2010).

As analises dos dados resultantes da atividade anestésica foram iniciadas a partir do
estadgio T2, em funcdo da dificuldade de diferenciacdo entre este e o estagio T1. De uma
maneira geral as concentracdes mais elevadas levaram menos tempo para induzir os estagios
mais avancados de sedacdo e anestesia (Figuras 6, 7 e 9). Todas as concentracOes de OE
utilizadas, bem como as duas concentracbes de isoelemicina e o eugenol, induziram os
estagios T2 (Figura 6 — Estagio T2) e T3(a) (Figura 6 — Estagio T3(a)). A inducdo do estagio
T3(b) ndo foi observada para as concentracdes 100 e 150 mg L™ do OE, e também para a
isoelemicina nas concentracdes utilizadas (Figura 7 — Estagio T3(b)). Porém as percentagens
de peixes afetados pelo OE neste estagio foram de 50; 40 e 80%, respectivamente para as
concentragBes de 200, 300 e 400 mg L™. J4 o OE na sua maior concentracio e o eugenol
induziram 100% dos peixes para o estagio T3(b). O estadgio T4 foi observado apenas na
concentracdo de 500 mg L™ do OE e para o eugenol (Figura 7 — Estagio T4). O primeiro,
afetou 80% dos peixes, que apresentaram estado estatico (Figura 8), e necessitou de maior
tempo para apresentar efeito. J& o0 segundo, induziu este estagio em todos os peixes tratados

em menor tempo, e foi estatisticamente superior ao OE. N&o houve inducéo para o estagio T5.
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Figura 6 - Estagios T2 e T3(a) do teste de atividade anestésica para diferentes concentragdes
do OE de N. megapotamica e isoelemicina aplicados em R. quelen.

Legenda: ComparcOes Teste de Dunn (p0,05): * - IS_4,5 x IS_22,5; # - IS_4,5 x 100 OE; @ - I1S_22,5 x 500
OE; $ - 500 OE x Eugenol; & - 22,5 IS x Eugenol; A, B — 500 OE x demais concentracdes; Letras diferentes e

caracteres com numeros diferentes indicam diferenca significativa; IS — isoelemicina; OE — éleo essencial.
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Figura 7 - Estagios T3(b) e T4 do teste de atividade anestésica para diferentes concentragdes

do OE de N. megapotamica e isoelemicina aplicados em R. quelen.

Legenda: Comparc¢des Teste de Dunn (p0,05): $ - 500 OE x Eugenol; A, B — 500 OE x demais concentracdes;
Letras diferentes e caracteres com nimeros diferentes indicam diferenca significativa; 1S — isoelemicina; OE —

oleo essencial.
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Figura 8 - Rhandia quelen em estagio T4 sob concentragdo de 500 mg L™ de OE de N.
megapotamica similar aos do GQ5, dentro do aquario contendo o banho (A) e fora do aquério
(B) para medida do comprimento e pesagem.

Fonte: Autor.

Os peixes induzidos aos estagios mais avancados de anestesia pelos tratamentos
utilizados necessitaram de maior tempo para serem considerados recuperados (Figura 8 —
Recuperacdo). Para a concentracdo de 400 mg L™ do OE, apenas 20% dos peixes se
recuperaram dentro do limite de tempo estabelecido (30 minutos). Porém, ndo foi observada
mortalidade de peixes 48 horas apds a aplicacdo dos tratamentos.

Os testes apontaram que o OE apresentou toxicidade, devido ao fato dos peixes terem
apresentado agitacdo intensa, também observada nos testes de acdo inseticida com percevejos
da soja (Nezara viridula), perda de muco, defecacdo e regurgitagdo. Esses sintomas foram
mais intensos com o aumento da concentracdo do OE aplicado, e mais perceptiveis nas
concentracdes de 400 e 500 mg L™ do mesmo, bem como na maior concentracdo de
isoelemicina (22,5 mg L™).

A isoelemicina apresentou resultado inferior ao do eugenol (controle positivo) e até
mesmo em relacdo ao OE, principalmente em relagdo as maiores concentragdes do mesmo.
Sua atividade estimulou apenas os estagios T2 e T3(a), em que a perda de equlibrio foi pouco
pronunciada. Isso demonstra a sua baixa atividade anestésica sobre os individuos de jundias
avaliados. Porém, foi o tratamento onde os sintomas de toxicidade foram mais intensos (perda
de muco, defecacdo e regurgitacdo). Apenas a agitacdo foi de menor intensidade em relacao
ao OE.
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Figura 9 - Tempo de recuperacdo do teste de atividade anestésica para diferentes
concentracdes do OE de N. megapotamica e isoelemicina aplicados em R. quelen.

Legenda: Comparcdes Teste de Dunn (p0,05): * - IS_4,5 x IS_22,5; # - IS_4,5 x 100 OE; @ - 1S_22,5 x 500
OE; $ - 500 OE x Eugenol; & - 22,5 1S x Eugenol; A, B — 500 OE x demais concentracdes; Letras diferentes e
caracteres com numeros diferentes indicam diferenca significativa; IS — isoelemicina; OE — éleo essencial.



7 DISCUSSAO GERAL

A composi¢do quimica do 6leo essencial (OE) de folhas frescas dos individuos de
Nectandra megapotamica amostrados é o ponto em comum que integra os resultados obtidos
neste trabalho. A sua determinagdo, bem como o conhecimento dos fatores responsaveis por
sua variabilidade sdo importantes, pois podem determinar o potencial quanto a atividade
bioldgica que os diferentes perfis quimicos podem apresentar.

Segundo Lima et al. (2003) um dos fatores mais relevantes no estudo de atividade
biolégica de OE é a sua composi¢do quimica, pois esta pode variar muito em uma mesma
planta devido a diversas causas, tais como as relatadas por Gobbo-Neto e Lopes (2007),
relacionadas ao meio ambiente e as relagdes com as demais espécies presentes na area. Apesar
do rendimento médio do OE de folhas desta espécie, considerando-se as duas areas de coleta,
ser de aproximadamente 0,15%, ndo caracterizando um valor adequado para sua obtengdo em
escala comercial, 0 mesmo constitui uma fonte interessante de moléculas bioativas, como
desmonstrado nos resultados obtidos neste trabalho, que podem também apresentar novos
mecanismos de atividade bioldgica.

O primeiro artigo demonstrou a variabilidade sazonal e a influéncia fenoldgica da
espécie sobre o rendimento e composicao quimica majoritaria do OE de folhas frescas, jovens
e velhas. Os maiores rendimentos do OE, considerando-se as duas areas de coleta, foram
obtidos na primavera e no verao, ao passo que 0s menores rendimentos foram observados no
outono e no inverno. Foi constatado, também, que as folhas jovens produziram mais OE do
que as folhas velhas. Estas sdo informacgdes importantes e podem dar embasamento ao
planejamento do manejo da espécie, caso haja uso futuro para producdo de OE, em cultivos
para a producdo de biomassa com foco na obtencdo de folhas jovens, mediante o estimulo as
brotacdes laterais das cepas (epicornicas), a exemplo do que ja é realizado em cultivos de
espécies do género Eucalyptus quando voltado para obtencdo de OE (VITTI e BRITO, 2003).
Ja para os espécimes ocorrentes em fragmentos florestais nativos, a desrrama ou poda seria a
técnica mais indicada para a obtencdo de material vegetal, por ndo envolver o abate da arvore,
a exemplo do que ja é feito com a erva-mate, llex paraguariensis A. St.-Hill. (MARQUES,
2012).

O segundo artigo demonstra que os OE dos espécimes avaliados no Morro do Elefante

em Santa Maria-RS podem ser considerados fendtipos quimicos pela similaridade da
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composicdo dos mesmos dentro dos respectivos grupos, e pela dissimilaridade entre os
distintos grupos formados. Foram obtidos dois grandes grupos, o do a-pineno, que inclui o
GQ?2, e o do biciclogermacreno. Neste ultimo, foi observada a presenca dos isémeros E- e Z-
Asarona, além de outras estruturas similares as mesmas, que formaram um grupo distinto dos
demais (GQ5) em uma segunda comparacao. Ja 0 manuscrito 1 e os resultados adicionais,
descrevem o rendimento e a composicdo quimica dos OE de uma segunda populacao
(proxima ao km 318 da BR 158), os quais foram compativeis com as caracteristicas dos OE
obtidos na primeira &rea de coleta, bem como os resultados para testes de atividade biolégica
para os OE dos grupos quimicos 2 e 5, o isolamento e teste de atividade bioldgica para a
isoelemicina, substancia da classe dos fenilpropanoides.

No manuscrito 1, para a composicdo quimica de OE dos GQ2 e GQ5, além de se
utilizar CG-EM, a quantificacdo dos componentes foi obtida por deteccdo com ionizagdo em
chama. Novamente, as diferencas quimicas entre os grupos foi demonstrada. O OE do GQ5
apresentou derivados de estrutura fenilpropanoide, que ocorreram apenas na forma de tracos
no GQ2. Entre os fenilpropanoides presentes no GQ5 observaram-se os isomeros E e Z-
asarona, 4,6-dimetoxi-5-vinil-1,2-benzodioxido, isoelemicina e uma substancia ndo
identificada, mas de estrutura semelhante aquela presentes nestas substancias.

A sintese de fenilpropanoides é resultante da expressdo dos genes que codificam a
enzima fenilalanina aménia liase (PAL), cujo o aumento é relacionado a diversas formas de
estresse sofridos pelas plantas (PAIVA E DIXON, 1995; DIAZ e MERINO, 1997;
MARCHIOSI et al., 2009; HUSSAIN et al., 2010). Langaro et al. (2010) observaram em
folhas de nabo (Raphanus spp.), oito horas ap6s a aplicacdo do herbicida isoxaflutole, o
aumento na expressdo do gene que codifica a enzima PAL, mediante o estresse causado pelo
herbicida. Isso poderia explicar, por exemplo, porque os isdbmeros da Asarona ndo estavam
presentes no OE do individuo F5 pertencente ao segundo local de coleta, na analise realizada
em marco de 2011, sendo posteriormente detectados em marco de 2014. Uma vez que a
sintese de fenilpropanoides parece depender do nivel de estresse, relacionado as condicgdes
locais, em que 0s mesmos se encontravam no momento de coleta, esse fato pode ser
indicativo de que o individuo estava sofrendo um estresse maior quando da coleta em 2014.

Ainda no manuscrito 1, foram observadas atividade alelopatica (inibicdo da
germinacdo e do desenvolvimento de plantulas) superior para o OE do grupo quimico 5 em
relacdo ao grupo 2, em testes realizados com arroz (cultura agricola). No entanto, OE dos dois

grupos quimicos apresentaram atividade alelopatica nos testes realizados com todas as
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espécies utilizadas, picdo-preto e azevém (plantas daninhas), alface e aveia-preta (especies
bioindicadoras), soja e arroz (culturas agricolas).

J& os resultados adicionais demostram a atividade inseticida do OE de folhas frescas
de N. megapotamica em percevejos da soja. O OE do GQ5 foi mais ativo do que aquele do
GQ2, provavelmente, devido a composicao quimica diferenciada, em funcdo da presenca de
fenilpropanoides. Porém, este teste deve ser novamente realizado, com um maior nimero de
repeticdes, para maior seguranca estatistica. A dependéncia de insetos coletados no ambiente,
mais especificamente sua escassez, ndo permitiu a sua repeti¢ao até o presente momento.

Diferentes atividades biologicas foram descritas para os isbmeros da asarona. Lahlou
(2004) relatou o efeito antialimentar dos dois isdmeros desta molécula para a lagarta
Peridroma saucia Hubner (Lepidoptera), mas o isbmero E-asarona mostrou-se mais ativo.
Para 0 mesmo, foi observado adicionalmente, inibigdo do crescimento em larvas de primeiro,
terceiro e quarto instares da lagarta sob dieta artificial. Santos et al. (2011) descreveram o
efeito inibitério do OE das folhas do OE de Piper marginatum L. contendo Z- e E-asarona
(30,4 e 6,4 %, respectivamente) sobre o crescimento in vitro de Fusarium oxysporum
Schlecht.

Coitinho et al. (2010) relataram alta atividade inseticida do OE das folhas e frutos de
Piper marginatum contendo Z-asarona, considerado mais eficaz em relacdo a outros OEs
avaliados, por agir em até 120 dias no controle do gorgulho (Sitophilus zeamais Mots. -
Coleoptera: Curculionidae) em milho armazenado. Park et al. (2003) descreveram a atividade
inseticida de Z- e E-asorana obtidas de rizomas de Acorus gramineus em trés pragas de
produtos armazenados, Sitophilus oryzae (L.), Callosobruchus chinensis (L.) e Lasioderma
serricorne (F.), todos da familia Coleoptera. Os autores obtiveram maior eficacia no controle
com Z-asarona. J4 Ciccia et al. (2000) utilizaram Z-asarona como controle positivo para
comparar extratos de plantas medicinais sulamericanas no controle de larvas de Aedes
aegypti. Pickett (1996) descreve uma metodologia para captura de insetos utilizando E-
asarona como substancia atrativa em armadilhas.

O teor de Z-asarona e controlado em alimentos e bebidas, entre outros produtos, na
Europa (DEMYTTENAERE, 2012), sendo permitido de 0,1 a 1 mg kg™ dependendo da
natureza do produto, devido aos seus efeitos biolégicos adversos sobre o organismo humano
(SCF, 2002). Existem processos para conversdo de Z- em E-asarona a partir do OE de Acorus
calamus (SINHA et al., 2003. WO03082786, US6590127), havendo patente para um processo
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de isomerizacédo de alquenil alcoxibenzenos, entre eles Z-asarona, visando a transformacéo no
isdmero E- (KHUN et al., 2007. US20070073089).

A atividade inseticida descrita nos resultados adicinais € complementada pelo trabalho
desenvolvido por Silva et al. (2014), para o qual duas amostras de OE de N. megapotamica
obtidas no presente trabalho foram disponibilizadas, sendo uma amostra de OE de folhas
frescas pertecente ao GQ2 (rico em mono- e sesquterpenoides), e uma amostra de OE de
cascas frescas, que poderiam ser classificadas no GQ5 (rico em sesquiterpenoides, com
presenca de fenilpropanoides). Os autores testaram amostras de OE, obtidos de algumas
espécies, em larvas da ordem Odonata classificadas na familia Coenagrionidae. Ao final do
experimento (19 h), o OE de cascas foi mais ativo (60% bc) do que o de folhas (20% de),
resultado estatisticamente superior (Teste de Kruskal-Wallis p<0,05). Porém, em relacdo aos
demais OE avaliados, 0 mesmo apresentou percentagem de mortalidade intermediéria, além
de levar mais tempo para apresentar atividade em meio aquoso (6 h).

Quanto ao teste de atividade inseticida realizado com percevejos da soja, considera-se
gque 0 mesmo apresentou efeito mais pronunciado para o0 OE do GQ5 em relacdo ao do GQ2.
Foi observada mortalidade de 46,67% para 0 primeiro grupo e 14,44% para o segundo, 24
horas apos a aplicacdo dos tratamentos.

Ja para o teste de atividade anestésica em Rhamdia quelen, foi observado que na
composicdo quimica do OE obtido, houve predominio de sesquiterpenoides (54,24%), do
quais faz parte o biciclogermacreno, componente majoritéario (26,96%). Devido a presenca de
fenilpropanoides (5,03%), incluindo Z- e E-asarona que ndo estavam presentes na composicdo
determinada em 2012, este OE induziu o estagio T4, na concentracdo de 500 mg L™,
juntamente com efeitos de toxicidade. O referido OE assemelha-se aqueles do GQ5 e difere
daqueles utilizados por Tondolo et al. (2013) no teste de anestesia em robalo-peva
(Centropomus parallelus), pesquisa que, também, utilizou OE obtidos no presente trabalho,
mas que diferem do grupo quimico 5, por ndo apresentar fenilpropanoides na sua composicao
quimica. Os referidos autores utilizaram OE de folhas jovens e velhas de N. megapotamica e
observaram a inducdo do estagio T4 em robalos-peva, na concentracdo de 450 pL L™ do OE
de folhas jovens. Estes OE ndo apresentaram fenilpropanoides na sua composic¢éo quimica, e
possuiam altos teores, respectivamente para folhas jovens e velhas de biciclogermacreno
(46,5/34,6), a-pineno (26,8/26,2) e B-pineno (7,9/12,3) e germacreno D (9,6/9,1). Os autores
também observaram inducdo parcial dos estagios mais avancados de sedacao e anestesia em

concentragdes baixas e/ou intermediarias deste OE.
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O composto isolado do OE do GQ5 foi identificado por RMN como isoelemicina, um
fenilpropanoide. Garcez et al. (2009) ja a tinham, anteriormente, isolado, juntamente com
outros trés fenilpropanoides, a partir de extratos etanodlicos de cascas de N. megapotamica, em
espécime ocorrente em Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Os autores também observaram
atividade antifangica in vitro dos mesmos para cepas padréo de leveduras (Candida albicans,
C. krusei, C. tropicalis e Cryptococcus neoformans). Ja nos testes de atividade antioxidante
com o radical estavel 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) e B-caroteno/acido linoléico, a
isoeleminicina ndo apresentou atividade no primeiro teste, por ndo conter hidroxilas fendlicas,
e no segundo, foi a substancia que apresentou a menor capacidade de prevenir ou impedir a
oxidagdo do B-caroteno.

Alguns fenilpropanoides, como os isémeros da asarona, tem por caracteristica
apresentarem toxicidade (DEMYTTENAERE, 2012). A E-isoelemicina presente no OE de
folhas frescas ou secas de Backhousia myrtifolia Hook, espécie arbdrea que ocorre no leste da
Australia, é considerada genotoxica e carcinogénica. A espécie possui uso etnobotanico pelos
aborigenes (infusdo de folhas), que devem evitar 0 uso de especimes que sintetizam este
fenilpropandide (HEGARTY et al., 2001). Outros fenilpropanoides bioativos, a exemplo do
fipronil e do piriprol, e até mesmo a Z-asarona, sdo utilizados como inseticidas (CICCIA et
al., 2000; BUCKINGHAM et al., 2005; SILVA et al., 2010). Por outro lado, o Eugenol, que
também é um fenilpropanoide, além de ser utilizado em odontologia para assepsia do canal
dentério, vem sendo empregado como controle positivo em testes de atividade anestésica, sem
apresentar toxicidade (KILDEA et al., 2004; INOUE et al., 2011; ANUSAVICE et al., 2013).

Tondolo et al. (2013) consideram que, provavelmente, a atividade sedativa e
anestésica do OE de N. megapotamica em seu experiento, tenha sido causada pelos
monoterpenos o- € B-pineno, para 0s quais existem descricdes na literatura de efeitos
sedativos e anestésicos (KASANEN et al., 1998; ERAZO et al., 2006; MERCIER et al.,
2009).

Da mesma forma que o eugenol, varios componentes dos OE agem como sedativos
e/ou anestésicos através da interacdo com receptores GABA, &cido gama-aminobutirico
(neurotransmissores excitatorios que possuem canais de glutamato regulados por cloro, 0s
quais podem ser modulados por varias substancias). Estes receptores sdo reconhecidos como
importantes alvos para modulagdo por sedativos, ansioliticos e agentes anestésicos em geral
(FRANKS e LIEB, 1994), bem como por inseticidas (BUCKINGHAM et al., 2005). O a-

pineno € classificado com modulador positivo de receptores GABA (AOSHIMA e
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HAMAMOTO, 1999), e os fenilpropanoides, a exemplo do fipronil, apiol, miristicina,
eugenol, safrol, dilapiol, dentre outros, também atuam nestes receptores (BUCKINGHAM et
al., 2005), bloqueando a passagens de ions cloro.

Apesar dos resultados obtidos com Rhandia quelen ndo poderem ser comparados com
aqueles descritos para Centropomus parallelus, a interpretacdo dos dados disponiveis até o
momento é de que o OE de N. megapotamica utilizado, bem como a isoelemicina isolada de
OE do GQ5, apresentaram atividade sedativa, associada a toxicidade. O fato dos resultados
observados para o tempo de sedacéo e anestesia, e recuperagdo apos a aplicacdo dos mesmos,
terem sido inferiores aos considerados ideais para um anestésico de peixes, que segundo
Marking e Meyer (1985) sdo de até trés minutos para anestesia e de até cinco minutos para
recuperacdo, reforcam esta constatacdo. Novos testes serdo ainda realizados para dar andamento a
esta parte do trabalho, independentemente da conclusdo desta tese, para complemetar o teste de
anestesia.

Aparentemente, as atividades biologicas que fazem uso da caracteristica de toxicidade
apresentada pelos OE avaliados, como o0s testes de atividade inseticida e alelopatica,
apresentaram resultados mais expressivos em relacdo a atividade anestésica, em que a
componente toxica constitui um aspecto negativo. Analogia similar também pode ser
observada no trabalho de Garcez et al. (2009), em que a isoelemicina apresentou atividade
antifungica, mas ndo se comportou como um antioxidante. Desta forma, deve-se procurar
utilizar a componente de toxicidade observada nos OE para fins benéficos e produtivos, pois
com base nos resultados obtidos, ela possui uma intensa bioatividade. Outro aspecto, que
também deve ser considerado nos possiveis usos dos constituintes do OE de N.
megapotamica, é a otimizacdo das moléculas através de modificacdo de sua estrutura quimica,
como a proposta apresentada por Demarque e Baroni (2009), que descreveram a necessidade
de suprimir grupos doadores de elétrons do anel aromaético e de alongar a cadeia carbénica
lateral de alguns fenilpropanoides, para propiciar fitotoxicidade aos mesmos. Desta forma,
recomenda-se a continuidade das pesquisas com o OE de N. megapotamica afim de explorar

novas possibilidades.



8 CONCLUSAO

%+ Foram descritas a variabilidade sazonal e influéncia fenologica no rendimento e
composic¢do quimica majoritaria do OE de individuos de uma mesma populagdo de Nectandra
megapotamica em Santa Maria-RS. Também foram avaliadas a producdo de OE por folhas
jovens (FJ) e velhas (FV), sendo as primeiras mais produtivas. No primeiro local de coleta
(Morro do Elefante), a primavera foi a estacdo em que foi obtido o maior rendimento de OE (FJ
0,24% e FV 0,14%) enquanto no outono, observou-se o menor rendimento (FJ 0,13% e FV
0,11%). Na primavera ocorreram os eventos fenologicos floragdo, frutificacdo e foliacdo. Ja no
outono ocorreram 0 repouso vegetativo e reprodutivo, e a rustificacdo dos 6rgdos vegetais para
0 inverno. Os constituintes majoritarios foram o-pineno (FJ 25,14% e FV 28,02%) e
biciclogermacreno (FJ 24,58% e FV 22,27%). O primeiro apresentou 0s maiores teores na
primavera e no verdo (FJ 30,81% e FV35,86%) e 0 segundo no outono e no inverno (FJ 24,19%
e FV 21,73%). Néo foi observada diferenca entre a composic¢ao quimica do OE de FJ e FV. No
segundo local de coleta (préximo km 318 BR 158), o maior rendimento do OE de folhas frescas
foi observado apenas no veréo (0,18%) e o menor, no inverno (0,11%). O biciclogermacreno foi
0 constituinte predominante (27,33%) em relagdo ao a-pineno (16,45%);

% Foi observada a presenca de cinco grupos quimicos de OE tanto para as FJ
quanto para as FV coletadas no Morro de Elefante, detectados por analise de componentes
principais e andlise de agrupamento hierarquico (técnicas de analise multivariada). Os
constituintes majoritarios o-pineno e biciclogermacreno influenciaram a formacdo dos grandes
grupos. A presenca de fenilpropanoides no grande grupo do biciclogermacreno conferiu a dois
individuos a maior discrepancia em relagcdo aos demais, para os OE de FJ e FV. Foram obtidos
10 componentes principais com valores acima de um, dos quais cinco contém aproximadamente
76,00% da variancia total acumulada nos dados. Esta foi a primeira descri¢do da presenca dos
isdbmeros Z- e E- asarona (fenilpropanoides) no OE de folhas de N. megapotamica;

%+ Os OE obtidos para esta espécie classificados em dois grupos quimicos (GQ2 e
GQ5) apresentaram atividade alelopatica (inibicdo de germinacdo e de desenvolvimento de
plantulas) nas sementes de espécies dicotiledoneas e monocotiledoneas, bioindicadoras de
alelopatia alface (Lactuca sativa) cultivar Regina e aveia preta (Avena strigosa), de plantas
daninhas picdo-preto (Bidens subalternans) e azevém (Lolium multiflorum), e, em menor

intensidade, nas culturas agricolas soja (Glicine max) e arroz (Oryza sativa). Para o arroz houve
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diferenca entre os GQ2 e GQ5, sendo o ultimo de maior atividade alelopatica. Provavelmente,
N. megapotamica utilize a alelopatia como mecanismo para ocupar 0S espacos e para competir
por recursos na floresta;

% Foi observada atividade inseticida, em testes com percevejos da soja (Nezara
viridula), resultado coincidente com outro trabalho que utilizou OE desta espécie em larvas da
ordem Odonata, familia Coenagrionidae (libélulas). O OE do GQ5 (46,67% ) foi mais ativo em
relacdo ao GQ2 (14,44%) por apresentar maior percentagem de mortalidade de precevejos;

% Do OE do GQ5 foi isolado o fenilpropanoide isoelemicina, identificado por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);

% Foi observada atividade sedativa em jundids (Rhamdia quelen), associada a uma
componente de toxicidade, para o OE similar aos do GQ5 e também para a isoelemicina
isolada, resultado inferior ao observado para robalos-peva (Centropomus parallelus), em que foi
descrita anestesia profunda, em outro trabalho que também utilizou OE desta espécie de
composicdo quimica divergente a do GQ5;

% O OE classificado no GQ5 destacou-se pela maior atividade alelopética (arroz),
maior percentagem de mortalidade de percevejos, e toxicidade em jundiés devido a presenca de
substancias da classe dos fenilpropanoides, das quais algumas ja apresentam relatos de atividade
inseticida e de efeito toxico. Por outro lado, a atividade bioldgica também detectada para o OE
do GQ2 podem ser atribuidas as classes dos monoterpenoides, representada, principalmente,
pelo a e B-pineno dentre outros, e dos sesquiterpenoides, representada pelo biciclogermacreno e
germacreno D, dentre outos, para 0s quais a literatura descreve as atividade alelopatica,
inseticida e anestésica, dentre outras.

Os resultados obtidos permitem aceitar a hipdtese bésica considerada neste trabalho. Os
OE de individuos de uma mesma populacdo de N. megapotamica apresentaram variabilidade
sazonal e comportamento influenciado pela fenologia da espécie, devido a sintese de
constituintes distintos. Possivelmente isso ocorra para adaptacdo a microclimas e as condi¢des
ambientais locais que podem gerar diferentes niveis de estresse, o que influencia a ocorréncia de
fendtipos quimicos. Os OE apresentaram atividade biologica que, dependendo da sua
composi¢do quimica e das caracteristicas inerentes as especies-alvo, apresentaram acao
diferenciada, com superioridade dos fen6tipos quimicos que continham fenilpropanoides (GQ5)
para atividade inseticida, e alelopatica em arroz.

Conclui-se que a espécie em questdo possui potencial para producédo de 0leos essenciais,

como fonte de novas moléculas e novos mecanismos de acdo. O seu possivel uso deve explorar
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a componente de toxicidade, caracteristica diferencial dos OE avaliados neste trabalho. No
entanto, a extracdo em larga escala ainda ndo é recomendada, pois ndo se conhece toda a
variabilidade da espécie e a gama de potencial das moléculas contidas no seu OE, que devem

ser descritas por novas pesquisas.
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Anexo 1 - Preciptacdo (mm) para os periodos de coleta de material vegetal de N. megapotamica
em Santa Maria (Primeiro periodo 2010/2011 - A; Segundo periodo 2011/2012 — B)
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Fonte: Adaptado de INMET, 2014.
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Anexo 2 — Temperatura (°C) para os periodos de coleta de material vegetal de N. megapotamica
em Santa Maria (Primeiro periodo 2010/2011 - A; Segundo periodo 2011/2012 — B)
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Anexo 3 — Umidade relativa do ar (%) para os periodos de coleta de material vegetal de N.
megapotamica em Santa Maria (Primeiro periodo 2010/2011 - A; Segundo periodo 2011/2012 — B)
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Anexo 4 — Insolacdo (h) para os periodos de coleta de material vegetal de N. megapotamica
em Santa Maria (Primeiro periodo 2010/2011 - A; Segundo periodo 2011/2012 — B)
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Anexo 5 — Pressdo atmosférica (hPa) para os periodos de coleta de material vegetal de N.

megapotamica em Santa Maria (Primeiro periodo 2010/2011 - A; Segundo periodo 2011/2012 — B)
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