Universidade do Estado do Rio de Janeiro

%
\%
&

g %
% UEWR 3 ‘;4 Centro Biomédico
L) . . .
OFSqun o Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes

Jodo Gabriel Gouvéa da Silva

Quimiodiversidade de 0Oleos essenciais de folhas de Piper
richardiifolium Kunth (Piperaceae) em diferentes elevacdes no Parque
Nacional da Serra dos Orgéos (Teresopolis-RJ)

Rio de Janeiro

2022



Jodo Gabriel Gouvéa da Silva

Quimiodiversidade de 6leos essenciais de folhas de Piper richardiifolium Kunth
(Piperaceae) em diferentes elevacdes no Parque Nacional da Serra dos Orgaos
(Teresépolis-RJ).

Dissertagdo apresentada, como requisito parcial
para obten¢do do titulo de Mestre, ao Programa
de Pods-graduagdo em Biologia Vegetal, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

Orientador: Prof. Dr. Davyson de Lima Moreira

Rio de Janeiro

2022



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ / REDE SIRIUS / BIBLIOTECA CTC-A

S586 Silva, Jodo Gabriel Gouvéa da.
Quimiodiversidade de 6leos essenciais de folhas de Piper
richardiifolium Kunth (Piperaceae) em diferentes elevagdes no Parque
Nacional da Serra dos Orgios (Teresopolis-RJ)/ Jodo Gabriel Gouvéa da
Silva. - 2022.
115 f. 1l

Orientador: Davyson de Lima Moreira

Dissertacao (Mestrado em Biologia Vegetal) - Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes.

1. Piperaceae - Teses. 2. Essencias e dleos essenciais - Teses. 3.
Extragdo (Quimica) - Teses. 4. Plantas medicianis - Teses. I. Moreira,
Davyson de Lima. II. Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes. III. Titulo.

CDU 528.672

Patricia Bello Meijinhos CRB7/5217 - Bibliotecaria responsavel pela elaboragdo da ficha catalografica

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducao total ou parcial desta
dissertagdo, desde que citada a fonte

Assinatura Data



Jodo Gabriel Gouvéa da Silva

Quimiodiversidade de 6leos essenciais de folhas de Piper richardiifolium Kunth
(Piperaceae) em diferentes elevagdes no Parque Nacional da Serra dos Orgéos

(Teresopolis-RJ)

Dissertacdo apresentada, como requisito parcial
para obtencao do titulo de Mestre, ao Programa
de Poés-graduagdo em Biologia Vegetal, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Aprovada em 27 de outubro de 2022

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Davyson de Lima Moreira (Orientador)

Instituto de Pesquisas do Jardim Botanico do Rio de Janeiro

Prof.? Dra. Luciana Moreira Chedier

Universidade Federal de Juiz de Fora - UFJF

Prof. Dr. Renato Crespo Pereira

Instituto de Pesquisas do Jardim Botanico do Rio de Janeiro

Prof.* Dra. Claudia Simdes Gurgel

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Rio de Janeiro

2022



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Jodo Carlos da Silva e Denise dos Santos Gouvéa por todo amor, carinho ¢
dedicacdo durante a minha criagdo. De Santos/SP para Rio de Janeiro/RJ com muita
convic¢ao de minha trajetdria profissional. Obrigado por investirem nos meus sonhos e, acima
de tudo, por me formarem como individuo. Obrigado pela vida e obrigado por serem meus

pais!

A meu irmao, meus avos, tios e primos. Obrigado pelo suporte e apoio.

A Juliana Rosa por todo o incentivo, amor, paciéncia e dedicagdo na construgdo dos meus

sonhos. Ao meu lado vocé me fortalece, obrigado!

A Ygor Jesse Ramos e Claudete da Costa Oliveira por toda paciéncia e comprometimento
com a minha formagdo. Vocés enxergaram em mim potenciais que eu nunca teria enxergado
sozinho ¢ me incentivaram a me reinventar ¢ superar todas as adversidades que encontrei em
meu caminho. Hoje estou no meu caminho, com proposito e determinagdo gragas ao amor e

paciéncia de vocés. Obrigado pela amizade e parceria.

A meu orientador, Davyson de Lima Moreira, por ter me acolhido como aluno durante a
pandemia em meio a uma série de incertezase econdmicas e sociais. Foi gracas a vocé€ que
pude ter a oportunidade de aprender, me desenvolver e a ser um profissional critico que olha

para a natureza.

A todo o grupo de pesquisa do Instituto de Pesquisas do Jardim Botanico do Rio de
Janeiro, obrigado pelo apoio e ensinamentos, em especial a Jéssica Salles, Diego Marcelino,
Thiago Costa ¢ Irene Candido pelos momentos de troca de conhecimento e auxilio pratico..

A George Azevedo, por ter me acompanhado como um professor da natureza.

A CAPES pela bolsa concedida em meio as incertezas econdmicas decorrentes da pandemia.



A Farmanguinhos/FIOCRUZ, principalmente a Plataforma Analitica, pelas analises e

suporte estrutural para realizagdo deste trabalho.

Ao Centro de Responsabilidade Socioambiental do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro

pela estrutura e oportunidade de difusdo de meus conhecimentos com os jovens do setor.

A todos aqueles que participaram de meu processo de formacdo e desenvolvimento

profissional. O meu muito obrigado!



Sic quzws MaaGna

A ignorancia gera mais frequentemente confianga do que o conhecimento: sdo os que sabem

pouco, € ndo aqueles que muito sabem, que afirmam de uma forma tdo categorica que este ou
aquele problema nunca sera resolvido pela ciéncia.

Charles Darwin



RESUMO

Gouvéa-Silva, Jodo Gabriel. Quimiodiversidade de dleos essenciais de folhas de Piper
richardiifolium Kunth (Piperaceae) em diferentes eleva¢des no Parque Nacional da Serra dos
Orgaos (Teresopolis-RJ). 2022. 115 f. Dissertagdo (Mestrado em Biologia Vegetal) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2022.

A compreensdo das variagdes intra- e interespecificas remetem a necessidade do
entendimento de como os metabolitos especiais podem se diversificar em niveis individuais e
coletivos. As espécies de Piper L. sdo interessantes alvos de estudos ecologicos e evolutivos
por apresentarem respostas plasticas distintas frente a diferentes fatores ambientais, além de
desempenharem importante papel ecoldgico na interagdo planta-planta e planta-animal. Piper
richardiifolium Kunth é uma espécie nativa e endémica do Brasil, pertencente ao clado
Macrostachys e com escassas informagdes cientificas sobre os constituintes volateis presentes
em seus Oleos essenciais. Dessa forma, este trabalho teve por objetivo avaliar a composi¢ao
quimica de Oleos essenciais foliares de uma populagdo de P. richardiifolium do Parque
Nacional da Serra dos Orgéos, Teresopolis/ RJ e, assim, verificar a influéncia da elevagao em
aspectos micromoleculares e nas quimiodiversidades a e £. Um total de 12 espécimes foram
coletados em diferentes elevacdes, identificados e seus Oleos essenciais foram extraidos por
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado. A identificacdo dos constituintes
quimicos foi realizada por Cromatografia com Fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria
de Massas (CG-EM) e a quantificagdo das substancias foi realizada por CG acoplada ao
Detector de Ionizagdo por Chama (CG-DIC). Para calcular as variagdes intraespecificas,
interespecificas e as tendéncias micromoleculares foram utilizados indices de
quimidioversidade (populacdo) e dois novos indices de tendéncia micromolecular ou
quimiofenéticos (individuos), sendo um deles desenvolvido nesta Dissertacdo. Foi possivel
identificar um total de 111 substincias, sendo possivel constatar espécimes abundantes em
monoterpenos nao oxigenados (a-pineno, f-pineno e canfeno), sesquiterpenos nao-oxigenados
(biciclogermacreno e bicicloelemeno) e sesquiterpenos oxigenados (cis-diidroagarofurano,
10-epi-y-eudesmol, elemol, E-nerolidol e espatulenol). A elevagdo ndo influenciou na
composicdo quimica de P. richardiifolium (1.000 - 1600 m), assim como os fatores
edafoclimaticos. Foi registrada uma homogeneidade dos volateis identificados na maioria dos
espécimes, exceto em dois individuos, que se diferenciaram dos demais. Esses espécimes sdao
possiveis candidatos a quimiotipos. Os indices de quimiodiversidade o demonstraram
homogeneidade dos espécimes avaliados nas caracteristicas de dominancia e diversidade, nas
diferentes elevagdes, evidenciando uma possivel homeostase quimica. Os indices de
quimiodiversidade f demonstraram baixa similaridade quimica entre os espécimes. O indice
quimiofenético de Ramos&Moreira (R&M) demonstrou que os espécimes possuem mistura
volatil reduzida. Em elevacdes baixas foi registrado maior flutuagdo do R&M, enquanto em
elevacdes mais altas registrou-se maior homogeneidade. O novo indice ecoldgico
desenvolvido neste trabalho,Cpg, demonstrou ter potencial para avaliar a dindmica metabolica
de espécimes em escalas espaciais e temporais, sugerindo como desvios de rotas biossintéticas
podem favorecer um processo de adaptacdo. No entanto, mais pesquisas precisam ser
realizadas para validar sua aplicagdo na mensuragao quantitativa do metabolismo vegetal em
avaliagdes ecoldgicas temporais e espaciais.

Palavras-chave: Quimiodiversidade. Quimiofenética. Terpenos. Substancia volateis.
Plasticidade Fenotipica. Macrostachys.



ABSTRACT

Gouvéa-Silva, Joao Gabriel. Chemodiversity of essential oils from leaves of Piper
richardiifolium Kunth (Piperaceae) at different elevations in Serra dos Orgéos National Park
(Teresdpolis-RJ). 2022. 115 f. Dissertagdo (Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2022.

The intra and interspecific variations of species lead to a need to comprehend how
secondary metabolites can diversify at individual and collective levels. Piper species are
models for ecological and evolutionary studies because of their different plastic responses and
their important role in the interaction with insects and fruit bats. Piper richardiifolium is a
native and endemic species from Brazil, belonging to the Macrostachys clade and with few
literary resources on chemical-volatile constituents present in its essentials. Thus, this work
aims to determine how micromolecular trends and influences of different levels of
chemodiversity in leaf essences of a population of Piper richardiifolium that occurs in
different elevation patterns in Serra dos Orgdos National Park — Teresopolis — RJ. A total of
12 different individuals were collected at different elevation patterns, identified and their
essential oils were extracted by hydrodistillation in modified Clevenger apparatus. The
identification of chemical constituents was performed by gas chromatography applied to mass
spectrometry (GC-MS) and the quantification of substances was elucidated employing gas
chromatography coupled to a flame ionization detector (GC-FID). The parameters calculated
for the intraspecific and interspecific variations and the micromolecular trends were the
chemodiversity indexes (individual and populational) and two new indexes of micromolecular
trend for chemophenetics (individuals), one of which was developed in this Dissertation. A
total of 111 substances were identified, with abundant non-oxygenated monoterpenes (a-
pinene, f-pinene and camphene), non-oxygenated sesquiterpenes (bicyclogermacrene and
bicycloelemene) and oxygenated sesquiterpenes (cis-dihydroagarofuran, 10-epi-y-eudesmol,
elemol, E-nerolidol and spathulenol). The elevation did not influence the chemical
composition of P. richardiifolium (1000-1600 m), as well as the edaphoclimatic factors. A
chemical homogeneity of volatiles substances was observed in analyzed specimens, except in
two individuals, that can possibly be chemotype of this species. The indexes of diversity a has
shown an homogeneity of the dominance and diversity characteristics in the different
elevations, showing an chemical homeostasis. The chemodiversity £ indexes has shown low
chemical similarity between the specimens. The chemophenetic index, Ramos&Moreira
(R&M), has shown that the specimens have a reduced volatile mixture. In lower elevations,
was registered a bigger variation of the R&M, but in higher elevations a homogeneity was
registered for that index. The new ecological index developed in this manuscript, the Cpg,
demonstrated big potential to evaluate the metabolic dynamics of the specimens in spacial and
temporal scales, showing how biosynthetic routes can benefit the adaptation of species.
However, more researches need to be realized for the validation of this index in the
quantitative measurement of plants metabolism in ecological studies.

Keywords: Chemodiversity. Chemophenetics. Terpene. Volatile compounds. Phenotypical
plasticity. Macrostachys
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INTRODUCAO

A concepcao de que as plantas detém elevado dinamismo quimico como resposta a
fatores intra e interespecificos constitui o alicerce dos estudos quimiofenéticos (individuo) e
de quimiodiversidade (populagdo). As distintas expressdes fenotipicas quimicas que
individuos de uma mesma espécie podem desempenhar frente a fatores ilicitantes oferece uma
compreensdo ndo-hegemonica no entendimento das relagdes ecoldgicas a niveis individuais e
populacionais que implicam no processo evolutivo das espécies. (PURVIS & HECTOR,
2000; KESSLER & KALSKE, 2018; ALONSO et al., 2019)

A compreensdo da quimiodiversidade de unidades taxondmicas implica a necessidade
fundamental de um conceito multidimensional que ¢ a tentativa do entendimento da
diversidade por meio de dados numéricos. O processo de caracterizagdo da quimiodiversidade
exige um complemento de andlises que, fracionadas ndo sdo capazes de fornecer respostas
satisfatorias, mas juntas fazem parte de um todo, sendo necessaria a compreensdao de como
numeros, uniformidades e diferengas podem fornecer respostas acerca da quimiodiversidade.
(SORENSEN, 1901; JACCARD, 1901; GOUYON et al., 1986; SHANON, 1948; CODY,
1975; PURVIS & HECTOR, 2000; FENG et al., 2021)

A forma mais intuitiva de se analisar a quimiodiversidade ¢ a partir de resultados
numéricos, que ¢ referente a riqueza de substancias presentes em uma determinada mistura,
ou seja, quantas substancias estdo presentes desconsiderando sua domindncia (i.e.
concentragdo). No entanto, espécies podem se distinguir pelo nimero e pela quantidade de
substancias que expressam, mas possuir desempenho metabdlico semelhante. Algumas
caracteristicas fenotipicas sdo mais importantes que outras para distinguir diferentes taxons.
Para isso, medidas de uniformidade (i.e. equitabilidade) sdo cruciais para interconectar as
variaveis de diversidade e dominancia e estabelecer relacdes de diversidade entre individuos
de uma mesma espécie.

Nesta Dissertagdo, a quimiodiversidade de uma populacdo de Piper richardiifolium
Kunth (Piperaceae), espécie que ainda nao foi estudada dos pontos de vista quimico e de
atividades biodindmicas, foi avaliada. Portanto, esse trabalho apresenta pela primeira vez a
caracterizacdo das substancias volateis da espécie. O desenho desta Dissertagcdo foi pensado
para avaliar a diversidade quimica de individuos de uma mesma espécie frente a diferentes

fatores ilicitantes.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Metabolismo vegetal

Todo organismo vivo produz substincias quimicas de amplas variedades estruturais que
desempenham diferentes funcdes biologicas. No entanto, as diversas substancias produzidas
por um determinado organismo vivo, como plantas, podem ndo apresentar funcdes bem
definidas, visto que ha uma ampla gama de substancias que podem ndo apresentar uma
atividade direta no desenvolvimento basal desses organismos. Nesta perspectiva, a complexa
mistura de substancias originadas a partir do conjunto de reacdes quimicas de rotas
biossintéticas provenientes do metabolismo de espécies vegetais pode garantir possiveis
vantagens evolutivas para as espécies (GOTTLIEB et al., 1992).

Devido as diferentes fungdes que as substancias sintetizadas por organismos podem
apresentar, diversos autores separam o metabolismo vegetal em duas classificacdes:
metabolismo basal (metabolismo primario) e metabolismo especial (metabolismo secundario).
O metabolismo basal compreende, em geral, as macromoléculas de distribuicao ubiquitaria
que correspondem ao metabolismo energético e estrutural, sendo necessarias para o
desenvolvimento dos organismos, tais como polissacarideos, nucleotideos, proteinas e lignina.
O metabolismo especial compreende as micromoléculas que ndo desempenham fungao direta
no desenvolvimento do organismo e sdo provenientes de rotas biossintéticas restritas, na
maioria das vezes, a taxa especificos (SIMOES et al., 2017).

Apesar da classificacdo dicotdomica do metabolismo vegetal, diversas substdncias sdo
originadas a partir de um metabolismo anfibdlico, ou seja, a partir de uma interrelagdo
biossintética entre os metabolismos basal e especial (FIGURA 1). A producdo de diversas
substancias no metabolismo vegetal depende da presenca e/ou auséncia de um determinado
substrato, muitas vezes mediado por catalisadores enzimdticos, que visa a homeostase
metabolica do organismo em questdo. Um exemplo do anfibolismo pode ser observado no
metabolismo dos carboidratos, que confere substratos essenciais para a producao de energia
para as cé¢lulas vegetais por meio do ciclo de Krebs, mas que também pode contribuir com a
biossintese de diversas classes de metabdlitos especiais ao serem convertidos em dacido

chiquimico, piruvato e/ou acetil Coenzima A (CoA).
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Figura 1 — Relagdes biossintéticas entre metabolismo basal e especial em plantas.
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Diversas classes quimicas sdo registradas no metabolismo especial de plantas que, apesar
de ndo apresentarem funcdo direta na manutengdo da vida e reproducdo do organismo, dispde
de funcionalidade interativa com o ecossistema, provendo defesas que, se ausentes, poderiam
significar a extingdo do organismo. Por exemplo, componentes fendlicos em vegetais, como
taninos, possuem funcionalidade reconhecida em inibi¢do de herbivoros por conferirem
impalatabilidade aos tecidos vegetais (VOLZ & CLAUSEN, 2001; MONTEIRO et al.,
2005;); ¢ alcaloides glicosilados encontrados em espécies do género Solanum L. (Solanaceae)
podem desempenhar efeitos alelopaticos que suprimem o crescimento de sementes de outras
espécies. (FUKUHARA & KUBO, 1991; YE et al., 2001; ALVES et al, 2003).

Os substratos (matéria-prima) presentes no metabolismo vegetal sdo recursos raciondveis
a serem destinados para rotas biossintéticas distintas, a fim de garantir a manutencao da vida,

reproducao e relacdes interespecificas com o ecossistema. Dessa forma, quanto maior a
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variedade quimica produzida com menor gasto energético, maior sera a capacidade de

sobrevivéncia de uma espécie em um determinado ecossistema.

1.2. Oleos essenciais

Oleos essenciais (OE) sdo misturas complexas que, de acordo com a International
Organization For Standardization (ISO n°® 9235 de 2013), sdo produtos obtidos de matérias-
primas naturais de origem vegetal, por destilagdo por arraste com vapor d’adgua ou por
processos mecanicos como espremedura dos pericarpos de frutos citricos. Também sdo
denominados de 6leos volateis, 6leos etéreos ou esséncias, devido as suas propriedades fisico-
quimicas, caracterizando-se, principalmente, por serem liquidos odoriferos volateis de
aparéncia oleosa a temperatura ambiente.

Ha diversas estruturas secretoras especializadas, tais como tricomas glandulares, células
idioblasticas e células oleiferas, sendo que a producdo dos OE e a formagdo da estrutura
secretora  estdo estritamente conectadas (GOTTLIEB & SALANTINO 1987;
GERSHENZON, 1994). Os OE podem ocorrer em qualquer estrutura vegetal, mas sua
biossintese e alocagdo sdo realizados em estruturas especializadas, como células
parenquimaticas diferenciadas e canais oleiferos (BAKKALI et al., 2008; PRINS et al., 2010;
SIMOES et al., 2017).

Apesar de diversas espécies apresentarem essa classe de metabolitos especiais, os OE sdo
raros em gimnospermas € angiospermas monocotiledoneas, no entanto, angiospermas
dicotiledoneas como espécies das familias Piperaceae, Lamiaceae, Myrtaceae e Lauraceae sdo
abundantes nessas misturas (SIMOES et al., 2017). Na perspectiva de distribui¢io dessa
classe de substancias no Reino Vegetal, a quimiotaxonomia vegetal desempenha importante
papel no delineamento de padrdes moleculares para inferir similaridades ancestrais referentes
a evolucdes convergentes.

O uso de substancias aromaticas, como os OE, ¢ milenar. Os egipcios utilizavam de
técnicas como maceragao com 6leos e gorduras para capturar fragrancias, fazendo com que os
perfumes na época fossem solidos (BURGER et al., 2019). Somente em 1563, quando
Giovanni Battista della Porta escreveu seu livro “De Destillatione libri I” que os
conhecimentos acerca da obtencdo dos OE puros foram difundidos e foi possivel extrair

substancias aromaticas sem a necessidade de utilizagdo de solventes (BURGER et al., 2019).
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Com o avango tecnologico que possibilitou a obtencao, identificagao e caracterizagao
dessas misturas complexas, o interesse em pesquisar OE comecou a aumentar gradativamente.
O farmacéutico Theodor Peckolt que chegou ao Brasil em 1847, estudou e publicou mais de
100 trabalhos sobre rendimentos e composi¢ao de OE (PINTO et al., 2002; BIZZO et al.,
2009). A formacdo do Instituto de Quimica Agricola no Rio de Janeiro em 1934 foi muito
importante para o avango dos estudos de fitoquimica no Brasil, principalmente na década de
50, pela participagdo do grupo dos professores Walter Baptist Mors, Otto Richard Gottlieb,
Benjamin Gilbert e Mauro Taveira Magalhdes, que futuramente vieram a se tornar os
orientadores de diversos lideres de grupos de pesquisa em produtos naturais no pais, inclusive
aqueles que se dedicaram ao estudo de OE (BIZZO et al., 2009).

Entre as substancias presentes em OE, podem ser encontrados ampla variedade de
grupos funcionais, tais como alcoois simples, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, 6xidos,
perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e substancias com enxofre
(SIMOES et al., 2017). No entanto, em sua grande maioria, os OE sio formados
majoritariamente pela presenga de terpenos, sendo os mais simples oriundos de duas unidades
isoprénicas, o pirofosfato de isopentenila (IPP) e pirofosfato de dimetilalila (DMAPP). O IPP
¢ formado por duas vias distintas que cooperam entre si na biossintese dos terpenoides, sendo
essas a via do acido mevalonico (MEV) e a via do fosfato de metileritritol (MEP) (FIGURA
2). A via do MEV se inicia com a condensacdo da Acetil-CoA, proveniente do metabolismo
de lipideos e carboidratos no citoplasma. A via do MEP ¢ compartimentada nos plastideos,
que se inicia com o piruvato (oriundo da glicdlise), que junto com o gliceraldeido-3-fosfato
gera o IPP. O IPP ¢ convertido a DMAPP pela acdo enzimatica de isomerases no citoplasma

(SHARIF-RAD et al., 2017).
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Figura 2 — Esquema biossintético da via do adcido mevalonico (MEV) e da via do fosfato de
metileritritol (MEP) na produgao dos isoprenoides.
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Fonte: Adaptado de Sharifi-Rad et al., 2017.

Quando ambos os precursores sao ativados, ocorre a sua condensacdo originando
hidrocarbonetos aciclicos que podem sofrer ciclizagdes intramoleculares a partir de diferentes
pré-requisitos espaciais e estereoquimicos. Devido as caracteristicas espaciais e quimicas das
unidades isoprénicas, a condensagdo desses precursores pode ocorrer em duas ou mais
unidades, gerando uma subdivisdo de diferentes classes de terpenoides formados nesta rota
biossintética que, em sua maioria, serdo multiplos de cinco. Entre os terpenoides mais
abundantes em OE, os monoterpenos sdo constituidos por duas unidades isoprénicas (C10), os
sesquiterpenos por trés unidades isoprénicas (C15) e os diterpenos (mais raros em OE) por
quatro unidades isoprénicas (C20). Na etapa de condensag¢ao dos precursores isoprénicos, o
DMAPP pode se condensar com uma unidade de IPP, formando o pirofosfato de geranila
(GPP), precursor dos monoterpenoides, ou pode se condensar com duas unidades de IPP,
gerando o pirofosfato de farnesila, precursor dos sesquiterpenoides (FIGURA 3). Sugere-se
que a rota do MEP domina a producao de terpenoides, no entanto, a producao de
sesquiterpenos ocorre majoritariamente pela via do MEV, pois as enzimas necessarias para a
sintese de sesquiterpenos sdo citosolicas. (XIE et al., 2008; WEDLER et al., 2015; SHARIF-
RAD etal., 2017)
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Figura 3 — Esquema biossintético de formagao de monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos.
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Os monoterpenos sdao muito volateis e podem se apresentar como hidrocarbonetos ou
substancias oxigenadas, com distintas fungdes quimicas, tais como alcoois, aldeidos epdxidos
e cetonas. Em comparagdo aos monoterpenos, os sesquiterpenos sao menos volateis por
apresentarem mais uma unidade isoprénica em sua estrutura molecular. Todavia, assim como
os monoterpenos, podem apresentar grupos funcionais distintos oxigenados, entretanto, sua
capacidade de diversificacdo isomérica ultrapassa a dos monoterpenos. As caracteristicas
estruturais dos terpenoides ¢ mediada por reacdes especificas, que sdo catalizadas por enzimas
denominadas terpeno sintases (KARUNANITHI & ZERBE, 2019).

A biossintese de terpenoides depende de substratos provenientes da interacdo entre
diferentes rotas biossintéticas, adjunto a biossintese de enzimas catalisadoras especificas que
modulam alteragdes estruturais e diversificam esqueletos terpénicos. No entanto, a
diversidade de esqueletos terpénicos surge nao apenas da quantidade de terpeno sintases, mas
também da capacidade dessas enzimas mediarem diversos produtos a partir de um tUnico

substrato (DEGENHARDT et al., 2009; BAR-EVEN et al. 2011; TEIXEIRA & MILAGRE,
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2020). Por exemplo, em estudo realizado por WISE et al., (1998), a clonagem da enzima (+)-
sabineno sintetase de Salvia officinalis L. demonstrou, in vitro, uma produgao de 63% de (+)-
sabineno, 21% de y-terpineno, 7% de terpinoleno, 6,5% de limoneno e 2,5% de mirceno.

Apesar das reagdes catalisadas por enzimas serem bem conhecidas na literatura, pouco
se sabe sobre as relagdes de estrutura-atividade de terpeno sintases nas rotas biossintéticas.
Terpeno sintases com alta capacidade de diversificagdo estrutural a partir de um mesmo
substrato podem ser consideradas como uma vantagem evolutiva para a manutencdo de um
organismo em um determinado nicho. No entanto, a capacidade de um mesmo substrato de
interagir com diferentes sitios ativos de diferentes terpenos sintase ¢ um fator que deve ser
considerado no racionamento de substrato VS. rota biossintética e que permite uma maior
diversificacdo a partir de menor gasto energético e de matéria-prima.

A disposicao de matéria-prima (substrato) e a presencga de terpeno sintases especificas
para catalisar a sintese de produtos especificos depende da caracteristica intrinseca do codigo
genético do organismo. Como exemplo, a biossintese de (-)-mentona em Mentha x piperita L.
(hortela-pimenta) ¢ mediada pela presenca do substrato (+)-pulegona na presenca da enzima
pulegona redutase, que também ¢ media catalisa a reagdo desse mesmo substrato em outro
produto. (Figura 4).

Os produtos oriundos de terpeno sintases podem sofrer diversas reagdes quimicas,
como oxidagdes, redugdes, isomerizagdo € conjugacdo, conferindo propriedades
estereoquimicas e variantes metabolicas em uma mesma via biossintética. Durante o processo
biossintético dos esqueletos terpenoides ocorre a formacdo de esqueletos catidnicos que por
efeito mesomérico se estabilizam a partir de rearranjos biossintéticos. (KESSELMEIER &
STAUDT, 1999; SANGWAN et al., 2001; PRINS et al., 2010). Por exemplo, a formagao de
1,8-cineol também ¢ mediada pela formagdo do cétion terpinila pela ciclizacdo interna no
oxigénio alcdlico do a-terpineol, um intermediario oxigenado (WISE et al., 1998; CHEN et
al., 2004). Todavia, enzimas também podem mediar rearranjos especificos em terpenoides,
como ¢ o caso da perda do proton no cation terpinila que gera o limoneno, ou pela mediacao
de rearranjo de hidretos que gera estruturas isoméricas de terpineno ou produtos derivados do
felandreno (LAFEVER & CROTEAU, 1993; BOHLMANN et al., 1997, BOHLMANN et al.,
1999; SHIMADA et al., 2004; BYUN MCKAY et al., 2006).
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Figura 4 — Principal rota biossintética para a produgdo de monoterpenos em hortela-pimenta
(Mentha x piperita L.).
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Fonte: adaptado de Turner & Gershenzon, 2000.

Tais diversificagdes presentes no metabolismo vegetal fornecem valiosas informagdes
para investigacdes quimiotaxondmicas para estabelecimento de relagdes filogenéticas, visto
que a capacidade de diversificacdo quimica de um organismo ¢ inerente aos possiveis niveis
de manifestagdo do gendtipo do mesmo (GOTTLIEB, 1922; PEREIRA et al., 2011).

Outra classe de importancia quimiotaxondmica e abundante em OE s3o os
arilpropanoides, produtos originados da rota do chiquimato, que se origina do metabolismoo
de diferentes aminoacidos como a L-fenilalanina e L-tirosina. Quando esses metabolitos
ocorrem em OE, devido as suas propriedades, eles significativamente alteram diversas
caracteristicas organolépticas, sendo o eugenol, dilapiol, apiol, metil cinamato e miristicina,
exemplos de arilpropanoides de elevada ocorréncia e importancia comercial (SANGWAN et

al., 2001). O acido cinamico ¢ o acido p-cumarico sdo os precursores biossintéticos dos
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arilpropanoides, sendo originarios da desamina¢ao enzimatica de aminoacidos, como ¢ o caso
da desaminagdo da L-fenilalanina catalisada pela L-fenilalanina amodnia-liase (PAL). Diversos
grupos funcionais podem estar presentes nessa classe de metabolitos a depender das reagdes

quimicas que ocorrem nesses precursores (Figura 5).

Figura 5 — Esquema da biossintese de arilpropanoides e possiveis grupos funcionais presentes
a partir de reagdes quimicas distintas.
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Fonte: adaptado de Simdes et al., 2017

A vasta complexidade metabolica, incluindo OE, de um organismo depende das
distintas relagdes intra e interespecificas que ele ¢ capaz de realizar, visto que o fenotipo
quimico de um vegetal ¢ resultado da cinesia fisioldégica de sua manifestacdo genotipica.
Contudo, a “quimica adaptativa” proveniente da co-evolugdo e convivéncia com a biota
associada, precedem os pilares da quimica ecologica que propiciam a homeostase

ecossistémica dos organismos agregados (KESSLER & KALSKE, 2018).

1.2.1. Funcdes ecolOgicas e fatores de variabilidade
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A evolugdo tecnologica permitiu a compreensao de diversos mecanismos moleculares
e bioquimicos, que sdo o nucleo central da diversidade dos metabdlitos especiais em plantas.
A capacidade biossintética de enzimas produzirem multiplos produtos a partir de um Unico
substrato, assim como a baixa especificidade de substratos para biossintese de metabolitos
especiais sdo mecanismos bioquimicos que contribuem para essa diversidade (KOLLNER et
al., 2004, PICHERSKY et al., 2006, KESSLER & KALSKE, 2018). No entanto, fatores
intrinsecos e extrinsecos ao organismo devem ser considerados em se tratando de diversidade
quimica, visto que a diversificacdo metabdlica também ¢ fruto de informagdes quimicas
provenientes de relacdes ecossistémicas (KESSLER & KALSKE, 2018).

Fatores extrinsecos podem afetar a diversidade de substidncias de uma planta por
inducdo de processos bioquimicos por meio da expressdo génica, permitindo que plantas
superem as adversidades ambientais por meio de adaptagdes oriundas de interacdes
antagonistas e/ou mutualisticas intermediadas por unidades informativas (metabdlitos)
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007; KESSLER & HALISHKE, 2009; DUDAREVA et al.,
2013; KESSLER & KALSKE, 2018). Para Gottlieb (1992), os niveis de manifestacdo do
genotipo (Figura 6) mostram o caminho biossintético dos genes as suas complexas
manifestagdes macro- e micromoleculares, que contribuem para a definicdo molecular de vida

de um organismo e que transcreve sua dinamica ecoldgica em uma perspectiva evolutiva.

Figura 6 — Niveis de manifesta¢ao do genotipo.

GENOTIPO | FENOTIPO
Forma
Transcrigéo Tradugdo Metabolismo r
DNA ———— RNA — Enzimas L,
;8 Fisiologia

Fonte: GOTTLIEB, 1992.

De fato, os metabolitos especiais representam uma interface quimica entre as plantas e
o ambiente circundante, portanto, sua sintese ¢ frequentemente afetada por condigdes
ambientais (KUTCHAN, 2001). Ainda, a producdo de determinados metabolitos especiais
tende a ocorrer em tecidos especificos e sob diferentes condi¢des temporais, tais como
periodo de desenvolvimento e se a espécime se encontra em fase reprodutiva ou ndo
(DEWICK, 2002; KESSLER & HALITSCHKE, 2009; ABBAS et al., 2017). Nessa

perspectiva adaptativa, os OE compreendem interessante fun¢do mediadora de adaptacdes
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quimicas, visto que influenciam na comunica¢ao quimica intra e inter-especifica. (KESSLER
& BALDWIN, 2002; GOBBO-NETO & LOPES, 2007; MORAIS, 2009)

As substancias volateis de plantas desempenham importante fung¢do ecologica em
virtude da capacidade de intermediar diferentes dindmicas de comunicacdo inter-espacial
(KESSLER & KALSKE, 2018). Organismos que interagem com plantas podem usar diversos
metabolitos especiais para identificar alvos apropriados, podendo essa interagdo ser
mutualistica ou antagonista as necessidades homeostaticas (BRUCE & PICKET, 2011;
KESSLER & KALSKE, 2018).

Em meio a complexa rede biossintética disposta por plantas, para melhor
compreensdo, ¢ possivel separar os fatores que influenciam a biossintese de OE em fatores
bioticos, abiodticos e genéticos, sendo que esses fatores atuam de maneira interligada ¢ nao
dissociada (GOBBO-NETO & LOPES, 2007; GOTTLIEB et al., 2012; RAMOS et al., 2020).
Os fatores bidticos e genéticos envolvem varidveis intrinsecas a planta, tendo como varidveis
bioticas, o estagio de desenvolvimento, tecido especifico e periodo fenoldgico da planta;
pressdes de herbivoria, variaveis genéticas, as alteragdes epigenéticas, transcrigdo génica de
enzimas especificas e relacdo de transcricdo de sitios génicos ativos e inativos, tais como
exons e introns (GOBBO-NETO & LOPES, 2007; FIGUEIREDO et al., 2008; ABBAS et al.,
2017; RAMOS et al., 2020).

Enquanto os fatores bidticos e genéticos sdo intrinsecos as caracteristicas
ontogenéticas do organismo, os fatores abioticos refletem os fatores extrinsecos que, na
natureza, sdo varidveis imprevisiveis e fora de controle exclusivo do organismo em questao.
Entre essas variaveis que alteram a composicao quimica de OE, incluem-se: sazonalidade;
composi¢do de macro e micronutrientes do solo; latitude e longitude; ritmo circadiano;
radia¢do ultravioleta (UV); disponibilidade hidrica e presenca de herbivoria, parasitas e
patdgenos microbiologicos (MAFFEI et al., 1999; VALLADARES et al., 2002; CLOSE et
al., 2003; BANCHIO et al.,, 2005; RAGAGNIN et al. 2014; QUEIROZ et al., 2015;
RIBEIRO et al., 2018; KHALIL et al., 2020; RAMOS et al., 2020) (Figura 7).
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Figura 7 — Fatores bioticos e abidticos que alteram a producdo de metabdlitos especiais em
plantas.

v Latitude),

Fonte: RAMOS et al., 2021.

A diversidade quimica oriunda das diversas relagdes intra e interespecificas ¢ fruto de
uma complexa relagdo biossintética entre esses fatores que, quando agregados, permitem uma
vasta compreensdo de aspectos evolutivos e ecologicos. Todavia, apesar da interface quimica
demonstrada pela planta ser fruto da soma dos fatores bioticos, abidticos e genéticos, diversos
estudos inferem alteragdes quimicas especificas frente a abrupta mudanca de padrdes
ambientais (MAFFEI et al., 1999; VALLADARES et al., 2002; CLOSE et al., 2003;
BANCHIO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2018; KHALIL et al., 2020; RAMOS et al. 2020).

A capacidade de diversificagdo quimica de uma planta frente a pressdes ambientais
infere ao organismo em questdo caracteristicas de um organismo com elevada vantagem
evolutiva, visto que a diversificagdo quimica de metabolitos especiais aumenta o arsenal
micromolecular que o organismo utiliza para mediar essas interacdes (KESSLER &

BALDWIN, 2002). Tais diversificacdes ocorrem em medidas especificas do espaco-tempo,
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contemplando a cinestesia quimica que um organismo deve perpassar para se perpetuar em
ecossistemas de complexidades distintas.

Tendo como protdtipo de espaco-tempo na escala evolutiva, a propria alteragdo na
composi¢do dos elementos atmosféricos no decorrer do tempo geoldgico do planeta Terra
representou, possivelmente, uma importante mudanca de paradigma na biossintese de
metabolitos especiais em plantas. A teoria REDOX de GOTTLIEB (1992) propos as
diferentes adaptacdes que plantas tiveram de ter para assimilagdo de elementos oxigenados
em processos antagdnicos dindmicos visando a homeostase metabolica.

Em seus trabalhos, Gottlieb (1992) também menciona a co-evolugdo e convivéncia
com a biota associada, principalmente herbivoros e predadores, como uma possivel razao para
essa necessidade quimico-adaptativo. A Teoria da Defesa Otima (TDO) contempla a alocagio
majoritaria de recursos energéticos na producao de substincias que desempenhem a fungdo de
protecdo contra o predador alvo (PENNINGS et al., 2001). Frente a necessidade de robusta
racionalizacdo de recursos que uma planta deve realizar para atingir sua homeostasia
ecossistémica, a TDO infere uma logica adaptativa de priorizagdo de uma determinada via
biossintética em detrimento de outra, objetivando sua manutencdo de vida frente a elevada
pressdo de herbivoria.

No entanto, frente a tantos fatores de variabilidade, Gottlieb (1992) indaga se a
diversificacdo de metabolitos especiais em razdo dessas interacdes ecologicas ¢, de fato,
adaptativa ou se sdo fruto de uma bioatividade acidental. Nao obstante, a 16gica Darwinista
pode se aplicar a esses organismos, ndo em virtude de plantas serem capazes de induzir a
biossintese de substancias especificas e predeterminados, mas sim pela indugdo inespecifica
de uma substancia que, de maneira acidental e espontidnea, desempenhou a expressdao
ecoldgica desejada. Tal inducdo inespecifica e conveniente seria uma resposta especifica de
um nivel de manifestacdo genotipica denominada fenétipo, que pode ser uma caracteristica

herdavel, ou ndo. (GUO et al., 2008; WOLFFENBUTTEL, 2016; HASHEMI et al., 2018).

1.3. Quimiodiversidade e plasticidade fenotipica quimica

As alteracdes quimicas provenientes da dinamica entre os fatores intrinsecos e
extrinsecos de uma planta representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente
circundante, que pode ocorrer entre diferentes geracdes levando a microevolucdo em escalas

temporais relevantes para as interagdes ecologicas (AGRAWAL et al., 2012, KESSLER &
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KALSKE, 2018). Na perspectiva de interagao ecologica, substancias volateis representam
importantes fontes de informagdo quimica em um ambiente, havendo o reconhecimento da
quimica floral como um dos maiores mediadores entre espécies por meio da selecdo criteriosa
de agentes biologicos interativos (SCHIESTL, 2010; ADLER et al., 2012; KESSLER &
KALSKE, 2018; MACHADO et al., 2021).

Os OE sao misturas que possuem classes de substdncias com o maior nimero em
diversidade estrutural, sendo, entdo, importantes para os estudos sobre variagdes quimicas em
plantas e de contribui¢des para o entendimento da quimiodiversidade (RAMOS et al., 2018).
Essa diversidade interativa concebe uma diversidade comunicativa mutualistica e antagonista
como consequéncia do potencial de diversificagdo estrutural de terpenoides, principalmente
quando associados, visto que a atividade sinérgica entre substancias ¢ uma hipotese adequada
de ser aplicada em OE, que sdo misturas que podem apresentar mais de 200 substancias
(BERENBAUM & ZANGERL, 1991; SIMOES et al., 2017).

Os polimorfismos quimicos em OE sdo interfaces metabolicas oriundas de variagdes
intra e inter-especificas que necessitam ser segmentadas a depender do caminho que o
organismo utiliza para manifestacdo de um fenétipo. Tais segmentagdes sdo importantes para
compreender e mensurar 0s mecanismos pelos quais as expressdes fenotipicas sao
manifestadas a partir do genotipo frente as adversidades ambientais. (GUO et al., 2008;
RAMOS et al., 2018)

Conceitualmente, pode-se separar esses polimorfismos em trés classificacdes:
quimiotipo, ecotipo e geotipo. As variagdes intra-especificas continuas expressas na alteragio
da substancia quimica majoritaria do OE de uma espécie, com pouco e/ou nenhuma alteragdo
morfologica e grande mudanga no fendtipo quimico corresponde a um quimiotipo (RAMOS
et al., 2018). As alteragdes quimicas provenientes de alteragdes genéticas com mudancgas
morfoldgicas significativas correspondem aos ecotipos € os geotipos correspondem as
alteragdes quimicas derivadas exclusivamente das pressdes induzidas pelos fatores bidticos e
abioticos. (RAMOS, et al., 2018).

Além dessas alteragdes quimicas ndo poderem inviabilizar o cruzamento com outro
membro da mesma espécie, a classificacdo desses polimorfismos deve atender a requisitos
especificos:

e Quimiotipo — Expressdo fenotipica quimica diferente quando os espécimes sao

cultivados em ambientes iguais. Deve haver alta correspondéncia gé€nica entre

espécimes analisadas para inferir plasticidade fenotipica quimica, sendo essa
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caracteristica plastica possivel de ser herdada entre geragdes (GUO et al., 2008;
HASHEMI et al., 2018);

e Ecotipo — Expressdo fenotipica quimica ¢ morfoanatomica diferente quando os
espécimes sdo cultivados em ambientes iguais. Deve haver alta correspondéncia
génica entre espécimes analisadas (GUO et al., 2008; HASHEMI et al., 2018);

e Geotipo — Expressdo fenotipica quimica derivada exclusivamente de pressdo
bidtica e abidtica, tendo que possuir resposta fenotipica quimica e morfologica
semelhantes quando os espécimes sdo cultivados em ambientes iguais. Deve haver
alta correspondéncia génica entre espécimes analisadas (GUO et al., 2008;
HASHEMI et al., 2018).

Recentemente, nosso grupo registrou a presenga de um cronotipo para Piper
gaudichaudianum Kunth (Piperaceac). Essa constatag@o foi possivel ao analisar a composi¢do
quimica volatil das folhas ao longo de 24h nos periodos seco e chuvoso. Esse estudo
demonstrou nitidamente a formagdo preferencial de sesquiterpenos aciclicos ou monociclicos
no periodo do dia, e sesquiterpenos biciclicos e triciclicos a noite. Portanto, um cronotipo ¢
definido como uma expressao do fendtipo quimico que depende da sincronizagao dos ritmos
circadianos. Esse foi o primeiro registro de um cronotipo para uma espécie de Piperaceae
(RAMOS et al., 2021).

A plasticidade fenotipica quimica em plantas permite a ampla disposicdo de
substancias bioativas, que conferem aos organismos associados multiplos canais interativos
em diferentes niveis organizacionais. Considerando a producao de metabolitos especiais de
plantas como fonte de informagdo, pode-se dividir o nivel de comunicagdo intra e inter-
espécimes em trés principais niveis de quimiodiversidade: alfa («), beta (f) e gama (y)
(KESLLER & KALSKE, 2018). Os diferentes niveis de quimiodiversidade se referem a
diferentes niveis de comunidades e a escala espacial-temporal da qual essa informacao ¢
reproduzida e sinalizada (FIGURA 8).

e Quimiodiversidade a — correspondente a nivel de propriedades bioquimicas de um

espécime como um todo ou de um tecido especifico do mesmo (MOORE et al.,
2014). A complexidade ecologica de comunidades na produgdo de substincias
multifuncionais sdo os pilares da quimiodiversidade o, que podem proporcionar
interagdes positivas ou negativas a niveis individuais (MOORE et al., 2014;

KESSLER & KALSKE, 2018);
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¢ Quimiodiversidade S — correspondente a diversidade de substancias quimicas entre

diferentes individuos de uma mesma espécie em uma populacdo delimitada

geograficamente (MOORE et al., 2014). A diversidade fenotipica e genotipica de

uma populagdo pode aferar a diversidade de metabolitos especiais, representando

fontes locais de adaptacdo entre agentes interativos (KESSLER & KALSKE,
2018);

e Quimiodiversidade y — Para Kessler & Kalske (2018), a quimiodiversidade vy
corresponde a diversidade total de substancias de todas as populagdes de plantas
em uma comunidade de maneira andloga a diversidade de espécies em um
territorio. Esse conceito diverge do conceito atribuido por Moore et al., (2014), por
contemplar a ideia de que alteragdes quimicas em diferentes niveis de diversidade

estrutural ocorrem na perspectiva de plantas serem organismos interativos.

Figura 8 — Diferentes niveis de quimiodiversidade em diferentes arranjos populacionais.
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Fonte: adaptado de Kessler & Kalske, 2018.

A fim de constatar as variagdes e diversidade provenientes dos diferentes niveis
organizacionais ¢ espaciais, indices de quimiodiversidade podem ser utilizados (RAMOS et
al.,, 2021). Para quimiodiversidade @, pode-se utilizar o indice de Shanon, indice de

diversidade de Simpson, indice de uniformidade de Pielou e indice de quimiodiversidade de
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Iason (SHANON, 1948; SIMPSON, 1949; PIELOU, 1966; GOUYON et al., 1986; IASON et
al., 2005; RAMOS et al., 2021; FENG et al., 2021). Para quimiodiversidade S, utiliza-se o
indice de Serensen, indice de Jaccard e indice de Cody, enquanto para a quimiodiversidade y
pode-se utilizar indices de similaridade quimica e o indice de Rao (SORENSEN, 1901;
JACCARD, 1901; CODY, 1975; SALAZAR et al. 2016; RAMOS et al., 2021). Um recente
indice, denominado indice de Ramos & Moreira, visa a predicdo de estados oxidativos de
misturas complexas, como os OE, para avaliar padroes de oxidagdo em uma escala de tempo e
espaco (RAMOS et al., 2021).

Os indices de quimiodiversidade sdo intrinsecamente embasados na riqueza,
abundancia, presenca ou auséncia de substancias. Primordialmente, os indices de diversidade
o e f foram desenvolvidos para mensurarem a riqueza, abundancia, auséncia e presenga de
espécies em uma escala espacial (SORENSEN, 1901; JACCARD, 1901; SHANON, 1948;
SIMPSON, 1949; PIELOU, 1966; CODY, 1975; GOUYON et al., 1986; IASON et al., 2005;
SALAZAR et al., 2016). Ao adaptar os indices para prospectar quimiodiversidade intra e
inter-especifica, os mesmos termos se aplicam, mas com fundamentos diferentes:

e Abundancia: Quantidade de uma determinada substincia em uma mistura
complexa, podendo ser referida aos constituintes majoritarios e minoritarios;

e Diversidade: Quantidade de substancias diferentes entre si presentes na
mistura;

e Riqueza: Quantidade de substancias presentes na mistura, sendo os espécimes
com maior riqueza correspondentes a maior quantidade de substancias;

e Preséncia e auséncia: Se uma determinada substancia ocorre ou ndo na mistura

quando comparada a outra espécime ou espécie.

A niveis individuais, a diversidade quimica de um espécime depende da magnitude de
informagdo presente em uma regido geografica, consequentemente, quanto mais privada for a
espécime de canais comunicativos (outras plantas), menor serd a diversidade quimica
(SCHIESTL 2005; MOORE et al., 2014; RICHARDS et al., 2015; KESSLER & KALSKE,
2018). Em estudos realizados por RICHARDS et al., (2015), foi possivel observar correlagdes
positivas em espécies de Piper spp. entre a diversidade de metabdlitos especiais associado a
diversidade da comunidade de artropodes. No entanto, poucos estudos abordam experimentos

especificos tendo quimiodiversidade o aplicada em substancias volateis como alvo de estudo.
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A niveis de populacao e comunidade, a diversidade quimica como fonte de informagao
inter-espécimes pode ser considerada como uma forma de maximizar o “ruido” informativo e
evitar padrdes quimico-informativos usados por organismos predadores, como herbivoros,
para alvejar seu alvo (BRUCE & PICKET, 2011). Esse ruido quimico gera uma espécie de
camuflagem geografica para a populagdao e/ou comunidade, levando a perspectiva que
vantagens evolutivas sdo atribuidas a niveis organizacionais fora dos niveis individuais. E
sugerido que interagdes quimicas mutualisticas como atracdo de polinizadores sdo mais
provaveis de atuarem em niveis populacionais menores, correspondendo a padrdes
comunicativos em canais segmentados. Tais comunica¢des dependem da capacidade sensorial
dos organismos de responderem as sinalizacdes quimicas de volateis, que poderdo ter
interagdo direta com a planta emissora ou ndo representar de qualquer interacdo com a
mesma. A concepcao da interagdo com organismos que ndo apresentam quaisquer vantagens
ou desvantagens para a planta emissora, foge do escopo argumentativo da planta
disponibilizar recursos enérgicos apenas em atividades favoraveis para si (BRUCE &
PICKET, 2011; KESSLER & KALSKE 2018).

Nessa perspectiva, a possibilidade do organismo beneficiado dispor de vantagem
ecossistémica oriunda do “ruido quimico” que gera a camuflagem de populagdes e
comunidades, pode refletir um processo co-evolutivo improvavel de ser mensurado pela
dificuldade de observacdo desses organismos associados. Essa logica irracional na
comunicagdo inter-espécimes concebe a complexa interagdo que os organismos dispdem na

natureza, demonstrando que o processo evolutivo ¢ demasiadamente enigmatico.

1.4. Familia Piperaceae

A familia Piperaceae ¢ pertencente a superordem Nymphaeiflorac e a ordem das
Piperales, compreendendo 5 géneros: Piper L., Peperomia Ruiz & Pav., Manekia Trel.,
Verhuellia Miq. e Zippelia Blume, que estdo distribuidos em mais de 4.300 espécies, sendo
Piper L. o género mais representativo (DALHGREN, 1989; SAMAIN, et al., 2010; APG 1V,
2016; CALLEJAS, 2020). Sao ervas eretas, epifitas, terrestre, subarbustos, arbustos, arvoretas
ou trepadeiras; geralmente aromaticas e dotadas de glandulas translicidas, com tipo de
indumento variado (QUEIROZ et al., 2020; QUEIROZ et al., 2022).

As espécies de Piperaceae podem ser facilmente identificadas pelas caracteristicas das

inflorescéncias em forma de espiga, racemos ou umbela; pelo padriao de folhas alternas e pelo
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padrao de nds e entrends apresentados no caule. De distribuicao Pantropical, Piperaceae
possui grande representacao nas regioes da América Central e do Sul, ocorrendo no México,
Panama, Peru, Costa Rica, Argentina ¢ Brasil (JARAMILLO et al., 2004; WANKE et al.,
2006; MARQUES, AM. et al.,, 2011; RAMOS et al., 2018; QUEIROZ et al., 2020;
QUEIROZ et al., 2022).

No Brasil, mais de 459 espécies de Piperaceac podem ser encontradas, tendo as
regides da Amazonia, Mata Atlantica e do Cerrado como regides de destaque (GUIMARAES
et al., 2020). Diversas espécies de Piperaceae sdo pioneiras, representando importante fungao
de regeneragdo e manutencao de diversidade vegetal em matas (ANDRADE et al., 2009). De
maneira geral, a familia Piperaceae apresenta um grande potencial quimico-ecologico, visto
que suas espécies possuem elevada quimiodiversidade (MARQUES, A.M. et al., 2011;
RAMOS et al., 2018; SALEHI et al., 2019; RAMOS et al., 2020; RAMOS et al., 2021;
RAMOS et al., 2022).

A Mata Atlantica ¢ considerada como um dos cinco hotspots mais importantes de
biodiversidade no mundo. Neste complexo ecossistema estdo presentes 15.548 espécies
vegetais distribuidas em 216 familias de angiospermas. Dentre elas, 289 espécies sdo de
Piperaceaec que estdo distribuidas em trés géneros: Manekia Trel. com uma espécie,
Peperomia Ruiz & Pav. com 130 e Piper L. com 157. Estudo recente demonstrou que a taxa
de endemismo em Piper nesse bioma ¢ o mais alto quando comparado a outros taxons.
Levantamentos na literatura descreve que existem baixos niveis de publicagdes associados a
Piper da Mata Atlantica (QUIJANO-ABRIL et al., 2006; CHRIST et al., 2018; RAMOS et
al., 2020; RAMOS et al., 2021; RAMOS et al., 2022).

Analogamente ao seu potencial ecologico, Piperaceae possui diversos registros
cientificos que demonstram suas propriedades medicinais e aromaticas. Quimicamente ¢
possivel detectar a presenca de substancias como lignanas, neolignanas, flavonoides, amidas,
alcaloides, a-pironas, arilpropanoides, derivados de acido benzoico e terpenos (MOREIRA et
al., 2016). Em se tratando de OE, as substancias que compde a mistura s30 monoterpenos e
sesquiterpenos (via do acetato mevalonato), Cs-C3 (arilpropanodes), Ce¢-Ca, Ce-Ci, €
raramente, derivados Cs-Cs (butilbenzeno, identificado no 6leo de Piper anisum (Spreng.)
Angely.) (MOREIRA et al., 2016).

O género Piper L. possui representantes em todos os biomas brasileiros (SALEHI et
al., 2019; FLORA DO BRASIL, 2020). As espécies apresentam um grande potencial
medicinal, como exemplo, pode-se citar as propriedades digestivas e anti-inflamatorias de

Piper nigrum L. (DAMANHOURI, 2014; SHUKLA et al., 2018); as atividades larvicidas em
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Aedes aegypti de Piper cabralanum C.DC., Piper aduncum L. e Piper solmsianum C.D.C
(OLIVEIRA et al., 2013; SIQUEIRA et al., 2014); propriedades ansioliticas e neuroprotetoras
de Piper methysticum L.f. (PEDROSA et al., 2020) e diversas outras propriedades descritas
na literatura, como atividades leishmanicidas, vasodilatadoras, antitumorais, antioxidantes e
antimicrobianas (RAIMUNDO et al., 2004; MOREIRA et al., 2016; SILVA et al., 2017,
SALEHI et al., 2019; MACEDO et al., 2019).

O género Piper também possui espécies de elevado interesse econdmico, como € o
caso de Piper methysticum G. Frost., popularmente conhecida por kava-kava, rica em
cavalactonas com propriedades ansioliticas que sdo empregadas no tratamento da ansiedade,
insonia e depressdo. O uso de P. methysticum na medicina surgiu a partir de estudos
etnobotanicos, em que aborigenes australianos utilizavam essa espécie para promover
alteracdes no estado de consciéncia e favorecer estados meditativos em praticas ritualisticas
(JUSTO & SILVA, 2008; BARBOSA et al., 2013). Outras espécies de interesse medicinal em
Piper tém registros etnobotanicos e historicos, como P. umbelattum L. e P. aduncum L. que
possuem usos ritualisticos e populares, como as indicagdes anti-inflamatérias para infusdes de
P. umbelattum e as atividades adstringentes, antiparasitarias e antissépticas de P. aduncum.
(MANDARINO et al., 2010; POHLIT, 2013; SILVA et al., 2017).

As espécies de Piper L. sdo modelos de estudos ecoldgicos e evolutivos por
apresentarem respostas plasticas distintas frente a diferentes fatores ambientais, além de
desempenharem importante papel ecologico na interacdo com insetos e morcegos frugivoros.
(RICHARDS et al., 2015; SILVA et al., 2017, SALEHI et al., 2019; RAMOS et al., 2020;
MACHADO et al., 2021). Seus OE constituem de elevado potencial biologico, ecologico e
econdmico, como ¢ inferido em estudos de comunicacao quimica em diferentes espécies de
uma populacdo de Piper (RICHARDS et al., 2015) e de suas atividades bioldgicas
desempenhadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Composicdo majoritaria por parte da planta e atividade biologica de o6leos
essenciais de espécies de Piper L de ocorréncia no Brasil.

. Parte Composi¢éo Atividade o
Nomenclatura Boténica N o o Referéncias
Utilizada Majoritaria Bioldgica
Piper gaudichaudianum Folhas dilapiol Antifingica Schindler, 2015

] f-pineno; E-cariofileno; o
Piper aduncum Frutos ) o Larvicida Costa et al., 2010
limoneno; santolitrieno

. . isoelemecina; apiol; o
Piper marginatum Folhas ] Larvicida Costa et al., 2010
valeneno; J-guaieno;
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E-cariofileno; 6xido de

Piper nigrum Sementes  cariofileno; sabineno; f- Larvicida Costa et al., 2010
pineno; limoneno
Piper aduncum Folhas dilapiol Praguicida Volpe et al., 2018
) Folhas e o ) ) )
Piper aduncum dilapiol Antibacteriano Ferreira, 2015
Caules
_ Folhas e o ..
Piper aduncum dilapiol Inseticida Estrela et al., 2006
Caules
. Lo Folhas e o
Piper hispidinervum safrol Inseticida Estrela et al.,2006
Caules
o-cadineno; E-
Piper caldense Folhas cariofileno; germacreno Antimicrobiana Maduro, 2019
D
Biciclogermacreno;
Piper solmsianum Folhas germacreno D; a-pineno; Antibacteriano Maduro, 2019
o-cadineno
y-muuroleno,
Piper umbellatum Folhas biciclogermacreno e E- Antibacteriano Maduro, 2019
cariofileno
f-felandreno; E-
. . nerolidol; ) )
Piper xylosteoides Folhas o Antibacteriano Maduro, 2019.
biciclogermacreno; E-
cariofileno
] o-pineno; S-pineno; 1,8- o )
Piper aduncum Folhas ] Larvicida Oliveira et al., 2013
cineol
Piper hispidinervum Folhas safrol; a-terpinoleno Inseticida Limal et al., 2009
Piper hispidinervum Folhas safrol Praguicida Zacaronil et al., 2009
] safrol; f—pineno;
Piper callosum Folhas i Praguicida Souza, 2019.
metileugenol
Piper aduncum Folhas Dilapiol Larvicida Figueiredo, 2014.
fS-elemeno; E-
. Folhas e .
Piper aleyreanum Caul cariofileno; cis-f- Antiinflamatorio Nascimento, 2018
aule
guaieno
Piper hispidinervum Folhas safrol Inseticida Mendonga, 2019
Piper aduncum Folhas apiol Inseticida Mendonga, 2019
] o closativeno; y- o
Piper anonifolium Folhas Inseticida Mendonga, 2019
muuroleno; a-muuroleno
. . ) p-elemeno; sabineno; a-
Piper crassinervium Folhas Inseticida Mendonga, 2019

pineno; viridiflorol

Fonte: O autor, 2022.
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As atividades bioldgicas de plantas sdo muito interessantes na perspectiva de
bioprospec¢do por novas moléculas farmacologicamente ativas para o desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos. No entanto, a bioprospeccao de moléculas ativas necessita de
um enfoque interdisciplinar que permita ao observador ter o discernimento da linguagem da
natureza, a fim de que se possa entender, participar e interferir no seu funcionamento
(GOTTLIEB et al., 1998). Desta forma, o entendimento da natureza e¢ dos fatores de
variabilidade micromolecular precedem quaisquer estudos prospectivos por novas substancias
bioativas, visto que a cinética metabolica dos organismos vivos retrata uma quimica situada
em um espaco-tempo especificos ndo contemplando a vasta fitoquimica que um espécime
pode apresentar (RAMOS et al., 2021).

Infelizmente, o uso pleno da linguagem para a compreensao dos processos da vida ¢é
impedido pelo abismo que separa Quimica de Biologia. Apesar da visdo destoante entre essas
disciplinas, a integragcdo do conhecimento de ambas permite o vislumbre dos mecanismos que
plantas utilizam para se perpetuar em ecossistemas, sendo possivel visualizar tendéncias
evolutivas e obter uma concepg¢do de selegdo natural na perspectiva da racionalizagdo
micromolecular (GOTTLIEB et al., 1998). A partir do estudo da plasticidade fenotipica
quimica em individuos e populagdes de Piper L. serda possivel ampliar a compreensdo da
complexa rede de informagdes ecoldgicas e o entendimento para propiciar a busca racional

por substancias bioativas.

1.4.1. Piper richardiifolium Kunth

Piper richardiifolium (Figura 9) é uma espécie nativa ¢ endémica do Brasil,
popularmente conhecida como pau-de-junta e pau-de-junta do grado em Santa Catarina, nao
sendo encontrado outros termos vulgares para a espécie (GUIMARAES & MONTEIRO,
2005). De ampla distribui¢do geografica brasileira, a espécie ocorre nas regides Norte
(Amazonas), Nordeste (Bahia e Piaui), Centro-Oeste (Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e Sul (Parand e Santa Catarina) (FLORA DO
BRASIL, 2022). P. richardiifolium pode ser encontrada em florestas ombroéfilas densas, tendo
seus registros associados a florestas primarias imidas e sombrias, ocorrendo ainda mais em
locais de clareira de mata secundaria (GUIMARAES & MONTEIRO, 2005; FLORA DO
BRASIL, 2022).
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Figura 9 — Fotografias de Piper richardiifolium Kunth situada na Trilha da Pedra do Sino no
PARNASO em Teresopolis/ RJ, Brasil.

Fonte: O autor, 2022.

A espécie pertence ao clado Macrostachys, que compreende mais de 200 espécies de
Piper L. neotropicais (JARAMILLO et al., 2008). Diversas espécies desse clado ocorrem no
Parque Nacional da Serra dos Orgidos (PARNASO), situado em Teresopolis — Rio de Janeiro,
apresentando um padrdo de folhas de 25cm ou mais, com base fortemente auriculada
(GUIMARAES, E.F. 1994). P. richardiifolium apresenta caracteristicas morfologicas
semelhantes a outras espécies pertencentes ao clado Macrostachys, e que também ocorrem no
PARNASO, em especial as espécies de Piper truncatum Vell. e P. pseudopothifolium C.DC.
(Tabela 2). Essas semelhancas morfologicas podem propiciar identificacdes taxondmicas

errondneas, principalmente em se tratando de espécies com poucos estudos fitoquimicos.
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Tabela 2 — Caracteres morfo-anatdmicos de Piper richardiifolium Kunth, Piper truncatum

Vell. e Piper pseudopothifolium C.DC.

Piper Piper truncatum Piper
Caracteres ; o -
richardiifolium pseudopothifolium
Habito Arbusto Arbusto Arbusto
Altura 1-3m 1,5-3m 1,5-2,5m
Folhas -tamanho da lamina 21-37x7-13cm 19-27x4,4-4,5 cm 18-35x4,5-10cm
-tamanho do peciolo 5-7,3cm 3,3-5,4cm 2,5-5cm
Glabra na face
adaxial e
Glabra ou hirta densamente vilosa
-tricomas nas nervuras da Glabra nas nervuras
face abaxial abaxiais ou
moderadamente
hirta
. Agudo- . .
-apice Acuminado Acuminado
acuminado
. ' Cordada- Cordada- Cordada-
-base assimétrica
auriculada auriculada arredondada
-nervagao Eucamptdédroma Broquidédroma Broquidédroma
-nervura secundaria 6-8 12-13 7 ou mais
Espiga -forma Péndula Péndula Péndula
-tamanho 21-25x0,4-0,5cm 18cm 16-18x0,2-0,4cm
_ Triangulares Crescentes
Triangulares
-bractéolas subpeltadas subpeltadas
subpeltaldas ) )
franjadas franjadas
Frutos -forma Obovoide Oblonga Oblonga
-lateral Achatado Nao-achatado Comprimido
-tamanho 1,1-1,2mm 1-1,5mm 1-2mm
Fonte: adaptado de MONTEIRO & GUIMARAES (2009); GUIMARAES & MONTEIRO (2005);

CARVALHO-SILVA et al., (2013); GUIMARAES, E.F. (1994); QUEIROZ & GUIMARAES (2020).

A fitoquimica de P. richardiifolium é pouco conhecida, havendo até entdo apenas um

estudo fitoquimico que explorou a presenga de metabdlitos especiais e a atividade
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antioxidante e antimicrobiana de seu extrato etandlico (SOUZA et al., 2013). O extrato
etanolico dessa planta demonstrou, qualitativamente, a presenca de alcaloides, flavonoides e
terpenoides. Os ensaios registraram atividade antioxidante moderada e potente agdo
antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas Staphylococcus saprophyticus e S. aureus.

Nenhum estudo explorou os efeitos dos fatores abidticos sobre os constituintes
volateis presentes nos OE de P. richardiifolium, tampouco avaliou a plasticidade fenotipica
quimica da espécie frente as variagdes intra e inter-especificas, tornando os estudos acerca da

composi¢ao de volateis da espécie de grande relevancia quimio-ecoldgica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a composi¢do quimica de Oleos essenciais foliares de uma populacdo de Piper

richardiifolium do Parque Nacional da Serra dos Orgdos, Teresopolis/ RJ e, assim, verificar a

influéncia de fatores abioticos, em especial a elevagdo, em aspectos micromoleculares e nas

quimiodiversidades a e f.

2.2. Objetivos especificos

II.

III.
IV.

VL

Realizar coleta de folhas de espécimes de P. richardiifolium em diferentes elevacdes;
Realizar a extracdo dos OE para identificagdo e quantificagdo das substancias por
Cromatografia com Fase Gasosa (CG) acoplada a Espectometria de Massas (CG-EM)
e CG acoplada a Detector por Ionizagdo de Chama (CG-DIC), respectivamente;
Correlacionar estatisticamente as substancias identificadas com os fatores abioticos;
Calcular os indices de quimiodiversidade a e f para os OE dos espécimes estudados;
Determinar possiveis padroes micromoleculares nos OE de P. richardiifolium em
diferentes elevagdes.

Validar a aplicacdo do novo indice ecologico de Coeficiente de Diversificagdo de

Esqueleto.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta do material vegetal

Devido a alta similaridade morfologica das espécies do clado Macrostachys, todas as
espécies de Piper L. que apresentavam as caracteristicas do clado, como folhas grandes (20cm
ou mais) e base auriculada foram coletadas. A fim de garantir a maior variagdo de elevacao
possivel dos espécimes coletados, a coleta do material foliar se iniciou na sub-sede do
PARNASO localizada em Guapimirim e se encerrou na sede do PARNASO de Teresopolis,
proxima ao final da trilha da Pedra do Sino, quando nao era mais possivel constatar a presenca
de espécimes de Piper L. com essas caracteristicas. Todas as coletas foram realizadas no dia
17 de julho de 2021. As coletas foram feitas com licengas concedidas pelo Sistema de
Autorizagdo e Informacao em Biodiversidade (SISBIO), sob o numero de autorizagao 57296-
10 e codigo de autenticacao 0572961020210324.

As identifica¢des botanicas foram realizadas pela Dr* Elsie Franklin Guimaraes do
Instituto de Pesquisa Jardim Botanico do Rio de Janeiro (JBRJ) e as amostras coletadas foram
herborizadas no herbario da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) com as
respectivas localizagdes e elevacdo. Apds as identificagdes botanicas dos exemplares
coletados, foi possivel identificar cinco espécies diferentes de Piper L. no trajeto da sede de
Guapimirim a trilha da Pedra do Sino: Piper cernuum Vell. (PC); Piper truncatum Vell. (PT),
Piper richardiifolium Kunth (PR); Piper pseudopothifolium C.DC. (PP) e Piper obliquum
Ruiz & Pav. (PO) (FIGURA 10).
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Figura 10 — Rota utilizada para a coleta dos espécimes de Piper.
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Fonte: O autor, 2022.
Legenda: Pontos em vermelho: Piper truncatum Vell.; Pontos em azul: Piper cernuum Vell.; Pontos em amarelo:
Piper obliquum Ruiz & Pav; Pontos em verde: Piper richardiifolium Kunth; Pontos em rosa: Piper

pseudopothifolium C.DC.

Os dados de identificagdo das espécies foram agrupados e as espécies que nao
possuiam no minimo um numero de espécimes igual a tr€s em diferentes elevagdes foram
descartadas por ndo terem um quantitativo significativo para inferir padrdes micromoleculares
de correlagdo. Ao final, apenas P. richardiifolium possuia espécimes em diferentes elevagdes,
sendo possivel realizar a avaliagdo do padrdo e influéncia da quimiodiversidade a e £ na

quimiodiversidade dos OE foliares da espécie foi prosseguido.

Tabela 3 — Dados obtidos da coleta de Piper richardiifolium Kunth na trilha da Pedra do Sino
na sede de Teresopolis do PARNASO.

Localizacdo \dentificacao Latit.ude Elevacdo Registro -no
/Longitude (m) Herbario
Dentro do PARNASO, -42°59°20.534W
préximo a saida de veiculos. PRI -22°26°59.557S - HRB13566
Dentro do PARNASO, -42°59°20.534W
préximo a saida de veiculos. PR 122926°59.557S 1027 HRB13565
Estrada dentro do -42°58°39.798W
PARNASO. PR measa3soas o0 HRBI3S64

Estrada dentro do PR4 -42°59°42 241W 1.106 HRB13563
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PARNASO. -22°27°24.5718S
De.ntro do PARNASO, no 43°0°3310W
melc‘) da mata, apés a ponte PR5 97997°6.0488 1.164 HRB13561
proxima ao estacionamento.
Estrada dentro do -42°59°58.316W
PARNASO. PRO 2e7iages 0 HRBISSE2
. . . -43°0°28.725W
Caminho a Pedra do Sino. PR7 9297650 .857S 1.330 HRB13560
Caminho a Pedra do Sino. -43°0°28.725W
PR 26508575 10 HRBISSS9
Caminho a Pedra do Sino. -43°0°41.050W
PR mea6a9az0s 0 HRBISSSS
Caminho a Pedra do Sino. -43°0°41.050W
PRIO meagaoazes 0 HRBISSST
Caminho a Pedra do Sino. -43°0°49.964W
PRI -22°27°0.846S 198 HRBI3SS6
Caminho a Pedra do Sino. -43°0°51.674W
PR12 1.600 HRB13555

-22°26°59.889S

Fonte: O autor, 2022.

3.2. Analises da composicao do solo e dados macro e microclimaticos.

Os fatores microclimaticos foram obtidos in situ com um Pocket Weather Meter

digital Kestrel 3000. Os dados de temperatura foliar foram aferidos com auxilio de um

termometro digital infravermelho mira a laser do modelo GM320 (Tabela 4) e as amostras de

solo foram coletadas proximas ao acesso de cada espécime, seguindo a metodologia utilizada

por RAMOS (2018) (Tabela 5).

Tabela 4 — Fatores microclimaticos obtidos in Situ no momento da coleta

. T Foliar T Ambiente Umidade CO2 TVOC HCHO
Especime . s
c c ppm ppm ppm
PR1 16,6 20,6 687 701 94
PR2 17,3 21,4 1.040 2.012 267
PR3 16 24,7 1.485 3.515 454
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PR4 24,9 23,0 52 1.950 5.328 723
PRS 20,7 18,3 67 349 21 3

PR6 20,1 18,4 83 1.399 3.345 452
PR7 10,3 12,9 76 371 161 12
PRS 11,0 13,7 87 542 21 3

PRY 9,0 20,2 59 670 1.223 142
PR10 7,0 12,1 80 764 1.220 130
PR11 11,8 14,1 63 44 53 56
PR12 12,1 15,4 54 677 844 108

Fonte: O autor, 2022.
Legenda: T = temperatura; TVOC: Compostos Organicos Volateis; HCHO: Formaldeido ambiente.

Os dados macroclimaticos da regido do PARNASO em Teresopolis/RJ foram obtidos
no Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), coletando dados do dia da coleta (Figura 11)
e das variagdes que ocorreram no ano (Figura 12) (INMET, 2021).
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Figura 11 — Variabilidade de fatores macroclimaticos no dia de coleta realizada em 14 de

julho de 2021.
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Fonte: INMET, 2021
Legenda: Variabilidade de temperatura (A), pressdo atmosférica (B), ponto de orvalho (C) e umidade

(D) ao longo do dia da coleta realizada em 14 de julho de 2021.

Figura 12 — Variabilidade dos fatores macroclimaticos no ano de 2021.
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Fonte: INMET, 2021
Legenda: Variabilidade de radiagdo (A), temperatura (B), pressdo atmosférica (C), ponto de orvalho (D),
umidade (E) e velocidade do vento (F) ao longo do ano de 202I.
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Tabela 5 — Composigdo do solo de doze locais de coleta de Piper richardiifolium Kunth no Parque Nacional da Serra dos Orgios
em Teresopolis/ RJ.

Micronutrientes do Solo

Amostras M.O pH P K Ca Mg Al P (Resina) P-rem Na S B Zn Mn Cu Fe
dag/dm3 unid. mg/dm3 mg/dm3 cmolc/dm3 cmolc/dm3 cmolc/dm3  mg/dm3 mg/L mg/dm3 mg/dm3 mg/dm3 mg/dm3 mg/dm3 mg/dm3 mg/dm3
PR1 3,5 5 5,1 147 2.4 1 0,9 0 0 0 19 0,5 34 15,7 0,9 158
PR2 7,5 5 22,7 100 43 1,2 0,9 0 0 0 27 0,7 53 27 0,5 181
PR3 10,1 5 46,3 122 6,7 0,8 0,2 0 0 0 34 0,3 3,9 17,2 0,4 48
PR4 3,8 5.4 18,8 281 3.4 0,9 0,6 0 0 0 31 0,6 8,8 56,8 1 51
PR5 7,9 52 18,8 157 2,7 1,2 0,6 0 0 0 44 0,4 47 21,3 0,8 145
PR6 3,5 43 10 38 0,4 0,3 2 0 0 0 18 0,7 2,1 6,4 0,7 227
PR7 3,8 45 14,6 56 0,5 0,3 1,7 0 0 0 20 0,6 1,9 7 0,4 260
PR8 7,5 5,2 2552 301 6,1 1,3 0,2 0 0 0 29 0,6 5,9 60,3 0,4 42
PR9 8,7 5,2 27,6 121 3,4 1 1,2 0 0 0 29 1,6 3,7 27 1,3 209
PR10 6,9 42 11,4 55 0,5 0,2 2,6 0 0 0 17 2,1 2,1 5.8 0,6 170
PR11 5 5 26,9 103 4.4 0,9 0,6 0 0 0 23 0,5 8,1 46,8 1 34
PR12 1,2 6,2 46,6 157 2,5 0,8 0 0 0 0 44 0,3 2,6 6,9 1,2 95

Fonte: O autor, 2022.
Legenda: M.O — Matéria Organica; P — Fésforo; K — Potéssio; Ca — Calcio; Mg — Magnésio; Al — Aluminio; Na — Sédio; S — Enxofre; B — Berilio; Zn — Zinco; Mn —
Manganés; Cu — Cobre; Fe — Ferro.
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3.3. Extracéo dos 0leos essenciais

Para a extragdo dos OE dos espécimes de P. richardiifolium coletadas, entre 70-200g
de folhas frescas foram cominuidas manualmente com o auxilio de uma tesoura e acomodadas
em baldo de vidro de 2L contendo 1L de 4gua destilada. As folhas cominuidas foram
submetidas a hidrodestilagio em aparelho de Clevenger modificado por 2h, seguindo
protocolos presentes na literatura para extracdo de OE de Piper L. e adotados pelo grupo
(OLIVEIRA et al., 2013; RAMOS et al., 2020) (FIGURA 11). Apds a extragdo, os OE puros
foram separados da fase aquosa, armazenados em frascos de vidro ambar vedados, e
acondicionados em freezer a -20°C até o momento das andlises. Os rendimentos dos OE
foram calculados pela razao do peso do OE separado e a quantidade em gramas do material
vegetal fresco utilizado para a extracdo, sendo que o valor final obtido neste calculo foi
transformado em teor percentual (%). Os OE que obtiveram baixo rendimento, ou seja, ndo se
separaram da fase aquosa no equipamento, foram separados pela adi¢cdo de diclorometano
P.A. ao hidrolato em um funil de separag¢do. Nesse caso, considerou-se o rendimento de 0,1%

para fins de comparagao.

Figura 13 — Extracdo dos Oleos essenciais foliares de Piper richardiifolium por
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger diﬁcado.

Fonte: O autor, 2022.
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3.4. Andlise das composi¢des quimicas dos 6leos essenciais

3.4.1. Identificacdo estrutural

Os OE foram solubilizados em diclorometano P.A. até atingirem concentrag@o final de
aproximadamente 1000 ppm. As amostras foram submetidas a andlise por Cromatografia com
Fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massas (EM) em equipamento HP Agilent
GC 6890 — MS 5973 para elucidagdo das estruturas quimicas das substancias presentes nos
OE. As condigdes para as analises seguiram o mesmo procedimento adotado por Oliveira et
al., (2013) e Ramos et al., (2020), ou seja, 1uL da solugao de OE foi injetada com
temperatura de injetor de 270°C, sem divisao de fluxo (splitless), com coluna HP-5MS (30m
x 0,32mm 1.d. x 0,25um), programagao de temperatura de 60° a 240°C com aumento de
temperatura de 3°C a cada 1 minuto, usando hélio como gas de arraste em fluxo constante de
1,0mL por minuto e uma varredura de massas de 40 a 600 u.m.a., com energia de impacto de
70 eV em modo positivo. Apds a obtencdo dos espectros de massas, os indices de retengao
(IR) foram calculados a partir do tempo de retencdo de uma série homologa de
hidrocarbonetos alifaticos (Cs-Cag, Sigma Aldrich). Os IR calculados e os espetros de massas
obtidos foram comparados com os registros encontrados nas bibliotecas de WILEY e NIST e

os compilados de ADAMS (2017).

3.4.2. Quantificacdo das substancias

Apos a identificacdo das substancias encontradas nos OE, a quantificagdo foi realizada
por CG acoplada ao Detector por Ionizagdo em Chama (DIC) em um equipamento HP-
Agilent 6890. A metodologia de quantificagdo também seguiu metodologia estabelecida por
Oliveira et al., (2013) e Ramos et al., (2020), sendo injetados 1uL da solugcdo de OE com
temperatura de injetor a 270°C sem divisdo de fluxo (splitless), com coluna HP5-MS (30m x
0,32mm i.d. x 0,25uL), com programacao de rampa de temperatura de 60°C a 240°C com
aumento de temperatura de 3°C a cada minuto, usando hidrogénio e ar sintético como gases
de arraste, com fluxo constante de 1,0mL por minuto. Os teores percentuais de cada

substancias foram provenientes das areas do cromatograma, sem correcao.
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3.5. Processamento de dados

3.5.1. Céalculo dos indices de quimiodiversidade o

Os indices de quimiodiversidade o foram calculados utilizando o indice de Shannon
(1), indice de diversidade de Simpson (2) e indice de Pielou (3) (FENG et al. 2021;
SHANON, 1948; SIMPSON, 1949; PIELOU, 1966). As férmulas das equagdes seguem

abaixo:

H' = —YP,InP, (1)

Dy =1-YP} (2
_

E=2 3)

Nessas equagdes, Pi equivale a abundancia proporcional das substancias, que ¢ obtido
pela divisdao do teor da substancia identificada pelo teor total identificado na amostra, do qual

i é 0o nimero de substincias nas amostras e S é o nimero de substancias.

3.5.2. Céalculo dos indices de quimiodiversidade

Para obtencdo dos indices de quimiodiversidade g, foram utilizados o indice de
Serensen (4), indice de Jaccard (5) e indice de Cody (6) (SOURENSEN, 1901; JACCARD,
1901; CODY, 1975; FENG et al., 2021). As formulas das equagdes seguem abaixo:

_zc
SI=—— 4)
_ C
] = a+B—cC )
A+B-2C
e === 6)

Nas equagdes, a equivale ao nimero de substancias em uma amostra; b ¢ o nimero de

substancias em outra amostra € C é o numero das mesmas substancias encontradas em A e B.
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3.5.3. Indices micromoleculares

3.5.3.1. Céalculo do indice de Ramos & Moreira

O célculo do indice de Ramos & Moreira (8), ou indice redox da geral da mistura
(GMor) foi realizado pela equagdo intermediaria que calcula o Nivel Ponderado de Oxi-
redu¢do (Nor) (7), de acordo com metodologia utilizada por RAMOS et al., (2021). As

formulas das equacdes seguem abaixo:

N = (NoxdasubsriénciaXQ%) (7)
YN

GM ==— 8
Nia )

O estado de oxidacdo da substancia (Nox) € calculado pelo numero de ligagdes C-C,
C-H, C-O e C-heteroatomo (RAMOS et al., 2021). Na equagdo Nor, 0 estado de oxida¢do da
substancia (Nox) de interesse € multiplicado pelo valor quantitativo da substancia encontrado
na amostra e dividido pelo nimero de atomos de carbono no esqueleto molecular (n). Para
obtencdo do indice de Ramos & Moreira o somatério do Nor de todas as substancias ¢
dividido pelo numero de substancias identificadas na amostra (Nija). Em termos de
interpretacdo do resultado para misturas, quanto mais distante de zero em valor positivo, mais

oxidada; e quanto mais distante de zero em valor negativo, mais reduzida.

3.5.3.2. Coeficiente de Diversificagao de Esqueleto

Nessa Dissertagdo desenvolvemos o inédito Coeficiente de Diversificagdo de
Esqueleto (Cpe) (9), que vislumbra a diversificagdo quimica presente em uma mistura
complexa, pois indica, em média, o nimero de esqueletos de carbono (esqueleto-C) que
originam os metabolitos de uma mistura. Dessa forma, tem-se um novo indice
micromolecular que pode ser usado para avaliar o grau de quimiodiversidade e,
consequentemente, inferir possiveis plasticidades fenotipicas quimicas em decorréncia de

fatores elicitantes.

G =(F) +1 )
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Na equacdo de Cpg, a varidvel E equivale ao numero total de esqueletos-C em uma
determinada mistura, enquanto a varidvel S corresponde a quantidade total de substincias
identificadas na amostra. Ao final, sera obtido um valor entre 0 e 1, sendo que quanto mais
proximo o valor for de 1, maior sera a diversificagdo quimica da mistura produzida pelo

espécime.

3.5.4. Analises estatisticas.

Andlises estatisticas foram realizadas para determinar inter-relagdes, correlagoes,
correspondéncias e variancias nos OEs dos diferentes espécimes avaliados. Foram avaliados:
I-variagdes entre as substancias e classes quimicas nos espécimes VS. fatores ilicitantes; 11—
Variagao edafoclimatica (umidade, temperatura, macro e micro-nutrientes do solo); III-
Variacdo espacial (latitude, longitude e elevagdo) e [V—Variacdo entre os indices calculados.

As analises de variancia (ANOVA) foram realizadas utilizando o Programa Statistica
versdo 13 (StartSoft Inc., Tulsa, EUA). Para compara¢do das médias obtidas nos resultados de
rendimento e componentes majoritarios dos OEs, assim como nos resultados de diversidade
encontrados para os grupos de elevagao selecionados. Para verificar a possivel inter-relacao
entre variaveis edafoclimaticas e variagdo espacial, as correlacdes entre os indices calculados
foram avaliadas.

Para o Indice de Ramos & Moreira, Nivel Ponderado de Oxi-reducdo e os
componentes dos OEs selecionados, foi utilizada a anélise de correlagdao de Spearman, devido
ao padrio de normalidade do conjunto de dados (CALLEGARI-JACQUES, 2003;
OLIVEIRA et al., 2013; SA et al., 2016). O coeficiente de correlagio Spearman foi
interpretado de acordo com os critérios sugeridos por Jannuzzi et al., (2010) como a seguir:
0,00 a 0,19 (bem fraca); 0,20 a 0,39 (fraca); 0,40 a 0,69 (moderada); 0,70 a 0,89 (forte); e de
0,90 a 1,00 (muito forte). A significancia do conjunto de dados foi testada por t de Student.

A Analise de Componentes Principais (ACP) e a Analise de Agrupamento Hierarquico
(AAH) foram realizadas utilizando o programa Statistica versdo 13 (StartSoft Inc., Tulsa,
EUA). As matrizes foram construidas com a composi¢ao quimica dos OEs. As matrizes foram

tratadas como unidades taxondmicas operacionais (UTO).
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Andlises de Agrupamento Hierarquico (AAH) foram feitas para verificar similaridades
entre as UTO. Para obtengdo do dendrograma foram utilizadas as distancias Euclidianas com

o método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).
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4. RESULTADOS

4.1. Composicdo quimica e rendimento dos Oleos essenciais de folhas de Piper
richardiifolium (PR) coletadas em Teresépolis/RJ (PARNASQO) em diferentes elevagdes.

Os OEs extraidos de P. richardiifolium dos acessos do PARNASO coletados em
diferentes elevagdes apresentaram coloracdo levemente amarelada, com rendimentos variando
de 0,07 a 0,42%. As composicdes quimicas sdo descritas na tabela 6 (12 amostras). Um total
de 111 substancias diferentes foram identificadas considerando todas as amostras. O total de
substancias quantificadas nos OEs ficou entre 49,37 e¢ 98,20%. As fracdoes dos OEs de 10
espécimes apresentaram-se ricas em monoterpenos nao oxigenados (17,79-76,27%), enquanto
apenas dois espécimes apresentaram baixo teor dessas substancias (0,75-2,05). Os OEs de 10
espécimes também apresentaram alto teor relativo de sesquiterpenos ndo oxigenados (9,54-
32,61%), enquanto dois espécimes apresentaram baixos teores dessas substancias (4,34-
4,71%). Em relacdo aos sesquiterpenos oxigenados, apenas um espécime apresentou baixos
teores desse tipo (3,96%), enquanto as demais apresentaram alto teor relativo (5,19-86,81%).

As substancias principais registradas foram os monoterpenos nao oxigenados a-pineno
(A) (5,14-20,72%), p-pineno (B) (7,29-13,54%) e canfeno (C) (7,21-33,51%). Os
sesquiterpenos nao oxigenados biciclogermacreno (D) (7,77%) e bicicloelemeno (E) (5,31-
10,56%) também foram registrados em teor percentual relevante, junto com os sesquiterpenos
oxigenados cis-diidroagarofurano (F) (39,84%), 10-epi-y-eudesmol (G) (21,34%), elemol (H)
(15,45%), E-nerolidol (I) (6,27%) e espatulenol (J) (5,36-7,67%). As estruturas quimicas dos

majoritarios sdo apresentadas na Figura 14.
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Figura 14 — Estruturas quimicas das substancias majoritarias identificadas nos 12 espécimes
de Piper richardiifolium coletadas em diferentes elevagdes nos acessos de
Teresopolis/RJ.
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Fonte: O autor, 2022.
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Tabela 6 — Constituicdo quimica, rendimentos (%), esqueleto de carbonos (esqueleto—C) dos 6leos essenciais foliares de Piper richardiifolium
Kunth coletados em diferentes elevagdes no PARNASO-Teresopolis/RJ.

Monoterpenos - hidrocarbonetos 60,3 76,27 0,75 2,6 26,07 5593 69,57 58,13 53,16 34,46 47,03 53,02
Pinano a-pineno 932 934 18,70 20,72 - - 7,54 14,89 22,44 1745 13,73 9,90 12,88 13,75
Canfano canfeno 946 946 23,29 33,51 - - 10,58 23,04 32,27 2341 19,15 1296 17,44 19,72
Pinano [S-pineno 974 975 12,84 13,54 - 0,72 4,34 11,41 7,80 12,27 11,32 7,29 10,32 11,29
Mentano limoneno 1024 1025 3,70 7,31 0,72 0,99 1,19 3,87 2,76 3,44 4,10 2,20 3,62 4,11
Mircano f-ocimeno 1044 1046 0,60 - 0,33 0,69 1,97 2,73 2,25 1,19 3,56 1,53 1,81 2,94
Mentano y-terpineno 1054 1055 - 0,08 - - - - - - - - - -
Mentano a-terpinoleno 1086 1087 0,27 0,56 - - 0,07 - 0,57 - 0,34 - 0,30 0,33
Mircano allo-ocimeno 1128 1129 0,90 0,55 - 0,20 0,38 - 1,48 0,37 0,96 0,58 0,66 0,88
Monoterpenos — oxigenados 0,25 2,00 1,41 0,72 1,38 - 2,07 1,77 5,37 1,11 1,59 0,33
Mentano 1,8-cineol 1026 1027 - - - - - - - - - - - -
Mircano linalool 1096 1097 - 0,97 - 0,42 0,10 - 0,46 0,23 0,16 0,28 0,50 -
Pinano trans-pinocarveol 1135 1136 - - - - 0,10 - - - - - - -
Pinano trans-verbenol 1140 1140 - - - - 0,16 - - - 0,16 0,17 - -

Pinano pinocarvona 1160 1160 - - - - 0,10 - 0,08 - 0,09 0,05 0,10 -
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Canfano borneol 1165 1166 0,25 0,19 - - 0,60 - - 0,43 0,52 0,54 0,55 -
Mentano terpinen-4-ol 1174 1174 - 0,18 - - - - 0,33 - 0,10 - 0,06 -
Mentano a-terpineol 1186 1186 - 0,17 - - - - - - - - - -
Pinano myrtenol 1194 1195 - - - - 0,18 - - - - - - -
Pinano verbenona 1204 1205 - - - - - - - - 0,03 0,05 - -
Mentano trans-carveol 1215 124 - - - - - - - 0,04 0,02 - -
Mircano citronelol 1221 1221 - - - - - - 0,16 - - - - -
citronelato de
Mircano 1257 1257 - - - - - - - - 0,08 - - -
metila
Mircano geraniol 1262 1262 - - - 0,27 - - 0,24 - 0,15 - 0,18 0,16
Mircano nerolato de metila 1280 1281 - - 1,41 - 0,13 - - 1,11 - - - -
acetato de
Canfano ) ) 1283 1284 - - - - - - 0,72 - - - 0,20 -
isobornila
Canfano acetato de bornila 1284 1285 - 0,49 - - - - - - 0,14 - - 0,17
Mircano geranato de metila 1322 1322 - - - - - - - - - - - -
Mircano y-pironeno 1345 1345 - - - - - - - - 3,90 - - -
Sesquiterpenos — hidrocarbonetos 18,65 4,71 4,34 37,08 14,00 15,86 14,66 16,78 10,81 23,84 21,20 21,39
1323-
Elemano bicicloelemeno 1324 1304 4,55 0,72 2,36 11,89 2,26 4,56 2,10 4,29 - 5,31 4,16 3,52
1348-
Cubebano o-cubebeno 1348 - 0,14 - 0,38 0,10 - - - 0,13 - 0,65 -
1349
1372-
Copaano o-ylangeno 1373 1374 - 0,05 - 1,84 0,07 - 0,08 - 0,10 0,13 - 0,11
Copaano a-copaeno 1374 1373- - 0,25 - - 0,43 - 0,43 0,40 - 0,69 - 0,47



Bourbonano

Cubebano

Elemano

Aromadendrano

Cariofilano

Copaano

Copaano

Aromadendrano

Guaiano

Aromadendrano

Guaiano

Cadinano

S-bourboneno

fS-cubebeno

f-elemeno

o-gurjuneno

E-cariofileno

f-ylangeno

f-copaeno

[S-gurjuneno

o-guaieno

aromadendreno

6,9-guaiadieno

cis-muurola-3,5-

dieno

1387

1387

1387

1409

1417

1419

1430

1431

1437

1439

1442

1448

1374

1386-
1387
1387-
1388
1387-
1388
1409-
1410
1416-
1417
1418-
1419
1430-
1431
1429-
1431
1437-
1438
1439-
1440
1441-
1442
1447-
1448

0,60

0,33

0,12

0,25

0,03

0,08

0,18

0,88

0,92

0,15

0,63

0,24

2,27

1,01

0,45

0,70

0,22

0,04

0,22

0,51

0,68

0,50

0,54

0,22

1,79

0,48

0,45

0,28

1,58

0,35

0,54

0,30

0,12

0,06

0,33

0,76

0,44

0,29

2,19

1,04

0,11

3,58

0,49

0,60

0,11

2,99

1,67

0,36

0,81
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Humulano

Aromadendrano

Aromadendrano

Elemano

Aromadendrano

Cadinano

Germacrano

Bisabolano

Eudesmano

Eudesmano

Cadinano

Aromadendrano

Eremofilano

a-humuleno

allo-

aromadendreno
deidro-

aromadendreno

a-elemeno

y-gurjuneno

y-muuroleno

germacreno D

y-curcumeno

[-selineno

o-selineno

trans-muurola-

4(14),5-dieno

viridifloreno

valenceno

1452

1458

1460

1469

1475

1478

1480

1481

1489

1492

1493

1496

1496

1451-
1452
1457-
1458
1459-
1460
1469-
1470
1475-
1476
1478-
1479
1479-
1480
1481-
1482
1489-
1490
1492-
1493
1493-
1494
1495-
1496
1496-
1497

3,97

0,25

0,67

0,28

0,51

0,97

0,07

0,28

0,77

0,26

3,05

0,27

0,67

0,23

1,14

0,79

1,19

1,20

1,74

0,36

0,71

1,05

0,24

0,79

0,38

1,16

1,84

0,16

1,70

0,09

2,01

0,54

1,92

0,13

2,09

0,46

1,63

1,53

1,87

0,22

57

0,39

1,25

1,27

1,68

0,76
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1500-
Biciclogermacrano  biciclogermacreno 1500 1501 2,49 - - 8,75 1,36 2,52 2,54 2,52 2,88 4,69 2,94 2,56
1500-
Cadinano o-muuroleno 1500 0,20 - - - - - - - - - - -
1501
b- 1503-
Eudesmano 1503 3,27 - - - - - - - - - - -
diidroagarofurano 1504
1510-
Cadinano d-amorfeno 1511 - - - - - - - - - - 0,23 -
1511
1512-
Cadinano y-cadineno 1513 1513 0,18 - - - 0,44 - 0,57 0,79 0,43 0,68 - 0,43
1522-
Cadinano o-cadineno 1522 1523 1,27 1,07 - 3,84 0,94 1,42 1,90 2,14 1,82 2,73 2,02 1,90
) 1527-
Cadinano cis-calameno 1528 0,17 - - - - - - - - - - -
1528
1532-
Cadinano cadina-1,4-dieno 1533 1533 - 0,10 - 0,20 0,06 - 0,17 0,11 0,12 0,18 0,13 0,13
1536-
Cadinano a-cadineno 1537 1537 - 0,07 - 0,14 0,07 - 0,19 0,14 0,13 0,19 0,14 0,15
1543-
Cadinano o-calacoreno 1544 0,23 - - - - - - 0,19 - 0,31 - 0,23
1544
1778-
Guaiano guaiazuleno 1779 - - - - 0,04 - - - 0,05 - - -
1779
Sesquiterpenos - oxigenados 15,81 8,35 86,81 16,00 7,61 5,22 11,75 11,52 10,51 13,61 11,16 11,06
1513-
Eudesmano cubebol 1514 - - - - - - - 0,19 - - - 0,21

1514



Eudesmano

Aromadendrano

Farnesano

Aromadendrano

Aromadendrano

Cariofilano

Aromadendrano

Aromadendrano

Aromadendrano

Guiano

Eudesmano

Cadinano

Eudesmano

cis-

diidroagarofurano

elemol

E-nerolidol

palustrol

espatulenol

oxido de

cariofileno

globulol

viridiflorol

salvial-4(14)en-1-

ona

guaiol

ledol

1,10-di-epi-

cubenol

10-epi-y-eudesmol

1519

1548

1561

1567

1577

1582

1590

1592

1594

1600

1602

1618

1622

1518-
1519
1548-
1549
1560-
1561
1566-
1567
1577-
1578
1581-
1582
1590-
1591
1591-
1592
1593-
1594
1599-
1602
1601-
1602
1616-
1619
1621-
1622

6,27

0,56

1,35

0,35

0,11

1,79

1,58

2,98

0,49

0,64

0,19

0,13

0,11

39,84

15,45

0,57

21,34

0,87

6,70

0,29

1,79

0,25

0,88

0,34

0,23

4,99

0,57

0,53

0,21

441

0,06

0,51

0,34

0,21

1,41

0,78

1,52

0,27

0,29

5,19

0,29

0,32

0,32

1,01

0,23

0,53

0,38

5,36

0,75

1,03

0,29

0,38

7,67

2,47

0,45

6,7

0,57

0,42

0,35

6,41

1,72
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Copaano

Eudesmano

Aromadendrano

Cadinano

Cariofilano

Cadinano

Eudesmano

Cadinano

Eudesmano

Eudesmano

Cadinano

Eudesmano

Germacrano

cis-a-copaen-8-ol

y-eudesmol

isoespatulenol

epi- a-cadinol-

cario-4(12),8(13)-

dien-5a-ol

epi-a-muurolol

hinesol

oa-muurolol

agarospirol

oa~eudesmol

a-cadinol

7-epi-a-eudesmol

germacre-

4(15),5,10(14)-

1624

1630

1631

1638

1639

1640

1640

1644

1646

1652

1652

1662

1685

1623-
1624
1630-
1631
1630-
1631
1637-
1638
1639-
1640
1640-
1641
1639-
1641
1644-
1645
1646-
1647
1652-
1653
1652-
1653
1662-
1663
1685-
1686

0,07

0,25

0,33

0,79

0,46

0,22

0,59

1,59

7,07

0,36

1,25

0,65

0,43

1,63

0,38

0,29

0,80

1,00

1,25

0,95

0,59

2,46

0,81

0,73

1,76

0,07

0,61

1,66

1,08

0,82

0,41

60

0,70 0,64
- 0,75
1,59 0,56



trien-1-a-ol

eudesma-4(15),7- 1687-
Eudesmano 1687 - - - - - 0,29 - - _
dien-14-ol 1688
1697-
Farnesano Z,Z-farnesol 1698 - 0,39 - - - - - - -
1698
1713-
Farnesano E,Z-farnesol 1714 1714 0,75 - 1,16 0,07 - 0,37 0,11 0,12 0,49
1722-
Farnesano Z,E-farnesol 1722 - - 0,10 - - - - - -
1723
Outras substancias - - 0,03 0,31 0,01 0,17 - 0,24 0,33
1696-
Pentadecanona Pentadecanona-2 1697 1697 - - - 0,03 - 0,04 - 0,05 -
Sulfoxido de 1740-
Mentano 1740 - - - - - 0,05 - 0,03 0,05
menta 1741
1789-
Octadecano Octadeceno-1 1789 - - - 0,01 - - - - -
1793
1865-
Farnesano p-espringeno 1865 - - - - - - - 0,06 0,14
1869
1897-
Nonadecano n-nonadecano 1900 - - - 0,01 - - - - -
1905
1966-
Farnesano o-espringeno 1969 - - - - - 0,01 - - 0,03
1972
) 1985-
Mircano geranil-linalol 1987 - - - 0,23 - 0,05 - 0,10 0,11
1990
Eicosano n-eicosano 2000 1995- - - 0,01 - - - - - -
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2004
2095-
Heneicosano n-heneicosano 2100 - - - 0,01 0,01 - 0,01 - - - - -
2105
2197-
Docosano n-docosano 2200 - - - 0,01 0,01 0,01 0,01 - - - - -
2205
. , 2298-
Tricosano N-tricosano 2300 - - - - 0,01 - 0,01 - - - - -
2306
N° de substancias encontradas 50 72 20 79 103 30 17 59 99 105 96 88
Substéncias identificadas (%) 95,01 91,33 93,3 56,72 49,37 77,02 98,20 88,98 80,09 73,35 80,98 85,80
Rendimento OE % 018 042 021 007 007 011 025 0,13 007 015 020 0,20
Vegetativa X X X X X X X X X X
Atividade Fenolégica
Reprodutiva X

X

Fonte: O autor, 2922.
Legenda: IR.= Indice de retencao calculado (coluna HP-5MS); IRy = indice de retengdo da literatura (Adams, 2017); PR = Piper richardiifolium.

As analises de Spearman que correlacionam as classes quimicas, rendimentos e as substancias majoritarias presentes nos OEs com os

fatores ambientais (elevacao, temperatura foliar, temperatura ambiental do local de coleta, CO,, TVOC, HCHO e umidade) encontram-se na

Tabela 7. A Figura 15 apresenta as variangdes do percentual das classes quimicas para os espécimes de P. richardiifolium coletados em

diferentes elevacdes, enquanto a Figura 16 apresenta as variagdes dos constituintes majoritarios.
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Tabela 7 — Andlise de correlagdo de Spearman entre varidveis ambientais, rendimentos, substancias majoritarias e classes quimicas dos o6leos
essenciais de Piper richardiifolium Kunth em diferentes elevagdes.

Variaveis analisadas E BVEED atitude.Longitude Uniekegle Ten;%ei‘ir::u “ Tern%ei;?]tt::’a CO eIe AIGAO)
(m) (%0) °C) (°C) (Ppm) (ppm)  (ppm)
Rendimentos -0,067 0,212 -0,361 -0,204 0,215 -0,045 -0,010 -0,007 -0,024
o-pineno 0,214 -0,088 -0,112 0,388 -0,220 -0,283 -0,255 0,312 -0,361
canfeno 0,143 -0,088 0,112 0,395 -0,206 -0,269 -0,234 -0,301 -0,343
JB-pineno 0,287 -0,070 -0,007 0,300 -0,069 -0,041 0,111 -0,192 -0,185
80 limoneno 0,336 0,242 0,052 0,041 0,118 -0,034 0,125 -0,038 -0,024
§ bicicloelemeno 0,189 0,070 0,281 0,216 0,216 -0,090 0,405 0,189 0,217
f§ biciclogermacreno 0,418 0,599* 0,095 0,077 -0,343 -0,392 -0,070 0,068 0,089
g cis-diidroagarofurano -0,393 -0,482 -0,482  -0,480 0,043 0,480 0,393 0,393 0,393
g elemol -0,261 0,630%  -0,564 -0,288 -0,085 0,296 0,389 0,289 0,257
‘§ E-nerolidol 0,301 0,017 0,077 0,320 0,017 0,171 0,052 0,049 0,035
Z espatulenol 0,483 0,734%* 0,186 0,083 -0,251 -0,377 -0,153 -0,108 -0,038
10-epi-y-eudesmol 0,239 -0,761%%  -0,355 -0,495 0,229 0,651* 0,431 0,321 0,321
a-eudesmol -0,640% -0,624*  -0,386 -0,532 0,182 0,591% 0,462 0,463 0,463
" Monoterpenos ndo oxigenados 0,164 -0,123 0,101 0,370 -0,188 -0,209 0,216 -0,259 -0,301
. Monoterpenos oxigenados -0,220 0,101 0,474 0,006 -0,503 -0,146 -0,426 0,227 -0,248
% Sesquiterpenos ndo oxigenados 0,511 0,414 0,344 0,132 -0,034 -0,370 0,034 -0,066 -0,038
%2 Sesquiterpenos oxigenados 0,059 -0,355 0432 0,356 -0,160 0,167 0,335 0,227 0,213
© Outras substancias -0,093 0,298 0,020 0,302 -0,182 -0,324 -0,097 -0,001 -0,042

Legenda — *Significativo a p < 0,05; OE — Oleo Essencial.
Fonte: O autor, 2022.
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E possivel observar uma correlagdo significativa do a-eudesmol vs. elevagio e Vs.
temperatura do ambiente no local da coleta, assim como também foi observado para o 10-epi-
y-eudesmol. Salienta-se que também foi observado uma correlacdo negativa dos
monoterpenos oxigenados com o periodo reprodutivo da planta (-0,582; p=0,05) e dos
terpenos nao oxigenados limoneno (-0,582; p=0,05) e bicicloelemeno (0,647; p=0,05) com o
periodo vegetativo da espécie.

Pode-se observar na Figura 15 que os espécimes de P. richardiifolium avaliados
apresentam uma predominancia da classe dos monoterpenos nao oxigenados na composicao
quimica de seus OEs, exceto para as amostras coletadas nas elevagdes de 1080 e 1106m. As
médias das classes quimicas apresentaram diferenca significativa entre si, sendo as variagdes
de monoterpenos nao oxigenados (p=0,00005), monoterpenos oxigenados (p=0,003) e
sesquiterpenos nao oxigenados (p=0,000036) as mais significativas. Cabe destacar que
também foi observado variancia significativa entre as médias do rendimento dos OEs entre os

espécimes em diferentes elevacdes (p=0,000089).

Figura 15 — Varia¢do das classes quimicas de Oleos essenciais de espécimes de Piper
richardiifolium coletados em diferentes elevagdes no PARNASO-
Teresopolis/RJ.
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Fonte: O autor, 2022.

Pode-se observar na Figura 16 que as amostras de P. richardiifolium avaliadas

apresentam predominancia de teor percentual relativo de a-pineno, canfeno e f-pineno, com
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excessao dos espécimes PR3 e PR4, que apresentaram maior teor percentual relativo de
sesquiterpenos nao oxigenados e oxigenados, respectivamente. As médias de variagdes dos
componentes majoritarios foram signitivas para a-pineno (p=0,00008), canfeno (p=0,0001),
[S-pineno (p=0,00005), limoneno (p=0,00001), bicicloelemeno (p=0,0006), biciclogermacreno
(p=0,0008) e espatulenol (p=0,0002).

Figura 16 — Variagdo do teor percentual relativo das substancias majoritarias identificadas nos
6leos essenciais de espécimes de Piper richardiifolium coletados em diferentes
elevagdes no PARNASO-Teresopolis/RJ.
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Fonte: O autor, 2022

A Analise de Componente Principal (ACP) foi realizada com as substancias cujos
teores percentuais relativos foram superiores a 5%. Pela andlise estatistica por ACP da
variancia total dos dados foram representados pelos dois principais componentes CP1
(81,32%) e CP2 (12,21%), como demonstrado na Figura 17. A partir da analise de ACP, tem-
se: Grupo | (PR1, PR2, PR3, PRS, PR6, PR7, PR8, PR9, PR10, PR11, PR12) constituido por
espécimes ricas em a-pineno, canfeno e f-pineno; Grupo Il (PR3) resultante do agrupamento
da amostra rica em limoneno, elemol, E-nerolidol, 10-epi-cudesmol, a-cudesmol e cis-
diidroagarofurano e Grupo Ill (PR4) formado pela presenca de espatulenol, bicicloelemeno e

biciclogermacreno.
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Figura 17 — Grafico Biplot de Analise de Componente Principal da composi¢dao dos
6leos essenciais de espécimes de Piper richardiifolium coletadas em
diferentes elevagdes no PARNASO-Teresopolis/RJ.
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Fonte: O autor, 2022.

O agrupamento hierarquico (AAH) para as diferentes elevagdes estd representado na
Figura 18A, sendo bem representativa, uma vez que foi superior a 60%. Os agrupamentos no
dendograma sdo originados a partir das interse¢des correspondentes as distancias euclidianas
das amostras em relacio as constituigdes quimicas mais proximas. E possivel observar a
formacdo dos Grupos I, Il e 111, como demonstrado pela ACP, demonstrando a diferenciacao
quimica inter-espécimes. Concomitantemente, essa separagdo reflete, principalmente, o teor
percentual relativo de monoterpenos, que ¢ majoritario no Grupo | e de sesquiterpenos, que ¢
majoritario nos Grupos Il e I1l. O grafico 18B apresenta o grafico two-way joining permite
visualizar a distribuicdo de substdncias por amostra e, consequentemente, tendéncia de

similaridade entre as amostras.
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Figura 18 — Dendrograma apresentando a similaridade quimica dos 6leos essenciais de
espécimes de Piper richardiifolium coletadas em diferentes elevagdes no
PARNASO-Teresopolis/RJ.
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Legenda: A) Dendrograma e B) grafico two-way joining. Setas vermelhas apontam separagdo de grupos Setas
brancas apontam tendéncia de similaridade inter-espécimes.
Fonte: O autor, 2022.
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4.2. Indices de quimiodiversidade e tendéncias micromoleculares

As andlises de Spearman que correlacionam os indices de quimiodiversidade com os
fatores ambientais (elevacdo, temperatura foliar, temperatura ambiental no local da coleta,
CO,, TVOC, HCHO e umidade) encontram-se dispostas na tabela 8 e as andlises entre os
indices e as substancias e classes quimicas majoritarias encontram-se na tabela 9. Foi possivel
observar uma correlagdo significativa do indice de R&M com a dominancia e diversidade das
amostras, assim como do Cpg com a equitabilidade de Pielou, que reflete a diversidade
quimica da mistura. Devido ao indice de Shannon ser um indice de quimiodiversidade a, ¢
observada uma correlacdo significativa com diversidade e dominancia das amostras, sendo

um resultado estatistico de significincia a ser discutida.

Tabela 8 — Analise de correlacdo de Spearman entre varidveis ambientais e indices de
quimiodiversidade dos o6leos essenciais de Piper richardiifolium Kunth em
diferentes elevacgoes.

Indice de Equitabilidade Indice de

Variaveis analisadas Dominancia Diversidade Shannon de Pielou R&M CDE
Elevagao -0,388 0,388 0,318 0,297 0,220 0,170
_§ Umidade -0,132 0,132 0,027 0,251 -0,083 -0,031
NS
'ng Temperatura Foliar 0,034 -0,034 0,055 0,258 -0,174 -0,304
o
=
Q
S Am{?;?ft’;rifrlical 0,363 -0,363 -0,300 -0,209 -0,139  0,0490
E CO; 0,258 -0,258 -0,328 0,076 -0,083 0,343
E TVOC 0,259 -0,259 -0,287 0,063 0,024 0,329
HCHO 0,217 -0,217 -0,259 0,112 0,080 0,385
Dominancia - - - - - -
[}
§ Diversidade - - - - - -
'q‘; % Indice de Shannon -0,958%** 0,958%*** - - - -
0 > s
5 g FBauitabilidadede ) 6)a0 0,643 0,566 . . .
=R Pielou
5 indice de R&M -0,818%** 0,818** 0,734%** -0,384 - -
CDE -0,406 0,406 0,315 0,886%** 0,206 -

Legenda: *Significativo a p<0,05; **Significativo a p<0,01; ***Significativo a p<0,001; R&M — Ramos &
Moreira; CDE — Coeficiente de Diversificacdo de Esqueleto.
Fonte: O autor, 2022.

Observa-se na correlagdo de Spearman que ha uma relagdo do aumento de rendimento
de OEs com espécimes que apresentam maior dominancia de substancias (p<0,05) (Tabela 9).
Entre as classes de substincias identificadas nos OEs, os monoterpenos oxigenados

apresentaram correlacdo inversamente proporcional com o Cpg (p<0,01) e diretamente
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proporcional com a dominancia (p<0,005). Observa-se uma forte e significativa correlacao de
espatulenol com a dominancia e diversidade das amostras (p<0,0001), assim como com a
equitabilidade de Pielou (p<0,0001). Em relagdo ao periodo reprodutivo de Piper
richardiifolium, como esperado, foi observada uma correlagdo positiva com o Cpk (0,583;

p<0,05).

Tabela 9 — Andlise de correlagdio de Spearman entre indices de quimiodiversidade,
substancias majoritarias ¢ classes quimicas dos Oleos essenciais de Piper
richardiifolium Kunth em diferentes elevagoes.

Variaveis analisadas Dominancia Diversidade Isnh(liﬁzgﬁ quz%?;gjuade d(lgng:giiﬂ CDE
Rendimento 0,596* -0,596* -0,560 -0,536 0,515 -0,330
a-pineno 0,500 -0,500 -0,476 0,367 20,490  -0,536
Canfeno 0,514 -0,514 0,511 -0,388 20,448 -0,557
J-pineno 0,335 -0,335 0,419 -0,188 0,167  -0,346
80 Limoneno 0,216 -0,216 0,272 -0,104 0,020  -0,234
a Bicicloelemeno 0,412 0,412 0,286 0,762%* 0,167  0,781**
T°§ Biciclogermacreno -0,659* 0,659* 0,631* 0,617* 0,652% 0,467
? Cis-diidroagarofurano 0,480 20,480 -0,480 -0,393 0,393 0,043
§ Elemol 0,506 -0,506 -0,522 -0,616* 0,382 -0,355
“f-g E-nerolidol 0,178 0,178 0,308 -0,084 0262  -0,238
3 Espatulenol -0,825%% % (,825%%F  (),692% 0,650 0,846*** 0,518
10-epi-y-eudesmol 0,587* -0,587*  -0,587* -0,569 0,449 -0,248
a-eudesmol 0,650* -0,650%  -0,650% -0,639* 20,344 0,290
Monoterpenos ndo
) oxigenados 0,482 -0,482 -0,468 0,377 20,398  -0,567
lg Monoterpenos oxigenados 0,279 -0,279 -0,195 -0,685* 0,048  -0,756%*
& Sesquiterpenos nao
g oxigenados -0,685* 0,685* 0,622% 0,755%* 0,454  0,626*
g
O Sesquiterpenos oxigenados 027 -0,027 -0,006 -0,118 0,083 0,126
Outras substancias -0,533 0,533 0,552 0,216 0,451  -0,016

Legenda: *Significativo a p<0,05; **Significativo a p<0,01; ***Significativo a p<0,001; CDE — Coeficiente de
Diversificagdo de Esqueleto; R&M — Ramos & Moreira.
Fonte: O autor, 2022.

A partir das médias obtidas para os indices de quimiodiversidade na andlise de
correlagdo, foi observado uma variancia significativa na diversidade (p <0,001), dominancia
(p <0,001), indice de Shannon (p <0,001), equitabilidade de Pielou (p<0,001), indice de R&M
(p=0,015) e CDE p <0,001) em relacao aos espécimes estudados.
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4.2.1. Indices de quimiodiversidade a

Tabela 10 — Indices de quimiodiversidade a calculados para os espécimes de Piper
richardiifolium Kunth coletados em diferentes elevagdes no PARNASO -

Teresopolis/RJ.
Elevacio _ Indices de Quimiodiversidade a
Espécimes Mg Indice de Simpson indice de Equitabilidade de
Dominéancia Diversidade Shannon Pielou
PR1 940 0,130622505 0,869377495 2,528955615 0,705718501
PR2 1027 0,199293459 0,800706541 2,018415014 0,558975602
PR3 1080 0,267350303 0,732649697 1,669478719 0,602137167
PR4 1106 0,097944328 0,902055672 2,832674405 0,767895628
PR5 1164 0,097377408 0,902622592 2,867215376 0,729232586
PR6 1172 0,164050942 0,835949058 2,134896817 0,788352009
PR7 1330 0,17193741 0,82806259 2,51498517 0,633450946
PR8 1340 0,137508683 0,862491317 2,498929967 0,686974784
PR9 1450 0,122028516 0,877971484 2,590427948 0,672812634
PR10 1450 0,085711535 0,914288465 2,831994882 0,757689997
PR11 1584 0,10329955 0,89670045 2,739299778 0,75861591
PR12 1600 0,108817126 0,891182874 2,66991516 0,73940068

Fonte: O autor, 2022.

Figura 19— Varia¢do de quimiodiversidade a de Piper richardiifolium Kunth. em diferentes

elevacoes.
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Fonte: O autor, 2022.
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Tabela 11 — Indices de quimiodiversidade f calculados para as inter-relagdes entre espécimes
de Piper richardiifolium Kunth (PR1) com os demais coletados em diferentes

elevacdoes no PARNASO — Teresopolis/RJ.

ESPECIME INDICE JACCARD (%) INDICE SORENSEN (%) INDICE DE CODY
PR1 x PR2 37,74 54,79 16,5
PR1 x PR3 15,56 26,92 19,0
PR1 x PR4 35,71 52,63 18,0
PR1 x PR5 40,32 57,47 18,5
PR1 x PR6 27,50 43,14 14,5
PR1 x PR7 39,06 56,18 19,5
PR1 x PR8 51,02 67,57 12,0
PR1 x PR9 38,33 55,42 18,5
PR1 x PR10 41,82 58,97 16,0
PR1 x PR11 35,19 52,05 17,5
PR1 x PR12 46,00 63,01 13,5

Fonte: O autor, 2022.

Figura 20— Variagdo de quimiodiversidade £ de Piper richardiifolium Kunth amostra PR1
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Fonte: O autor, 2022.
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Tabela 12 — Indices de quimiodiversidade f calculados para as inter-relagdes entre espécimes
de Piper richardiifolium Kunth (PR2) com os demais coletadas em diferentes
elevacdoes no PARNASO — Teresopolis/RJ.

ESPECIME INDICE JACCARD (%) INDICE SORENSEN (%) INDICE DE CODY
PR2 x PR3 15,22 26,42 19,5
PR2 x PR4 32,76 49,35 19,5
PR2 x PR5 39,68 56,82 19,0
PR2 x PR6 23,81 38,46 16,0
PR2 x PR7 36,36 53,33 21,0
PR2 x PR8 41,51 58,67 15,5
PR2 x PR9 35,48 52,38 20,0

PR2 x PR10 41,07 58,23 16,5

PR2 x PR11 39,62 56,76 16,0

PR2 x PR12 45,10 62,16 14,0

Fonte: O autor, 2022.

Figura 21— Varia¢ao de quimiodiversidade £ de Piper richardiifolium Kunth da amostra PR2
coletadas
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Tabela 13 — Indices de quimiodiversidade S calculados para as inter-relagdes entre espécimes
de Piper richardiifolium Kunth (PR3) com os demais coletadas em diferentes

elevacdoes no PARNASO — Teresopolis/RJ.

ESPECIME INDICE JACCARD (%) INDICE SORENSEN (%) INDICE DE CODY
PR3 x PR4 14,29 25,00 21,0

PR3 x PR5 9,84 17,91 27,5

PR3 x PR6 19,23 32,26 10,5

PR3 x PR7 9,52 17,39 28,5

PR3 x PRS 12,50 22,22 21,0

PR3 x PR 8,62 15,87 26,5

PR3 x PR10 11,54 20,69 23,0

PR3 x PR11 10,42 18,87 21,5

PR3 x PR12 10,42 18,87 21,5

Fonte: O autor, 2022.

Figura 22— Varia¢do de quimiodiversidade £ de Piper richardiifolium Kunth da amostra PR3
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Fonte: O autor, 2022.
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Tabela 14 — Indices de quimiodiversidade f calculados para as inter-relagdes entre espécimes
de Piper richardiifolium Kunth (PR4) com os demais coletadas em diferentes

elevacdoes no PARNASO — Teresopolis/RJ.

ESPECIME INDICE JACCARD (%) INDICE SORENSEN (%) INDICE DE CODY
PR4 x PR5 42,19 59,34 45,5
PR4 x PR6 25,00 40,00 27,4
PR4 x PR7 47,62 64,52 46,5
PR4 x PR8 44,44 61,54 39,0
PR4 x PR9 42,62 59,77 43,5
PR4 x PR10 38,98 56,10 41,0
PR4 x PR11 42,59 59,74 38,5
PR4 x PR12 42,59 59,74 38,5

Fonte: O autor, 2022.

Figura 23— Varia¢do de quimiodiversidade £ de Piper richardiifolium Kunth da amostra PR4

com os demais coletadas
Teresopolis/RJ.
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Fonte: O autor, 2022.
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Tabela 15 — Indices de quimiodiversidade f calculados para as inter-relagdes entre espécimes
de Piper richardiifolium Kunth (PRS) com os demais coletadas em diferentes
elevacdoes no PARNASO — Teresopolis/RJ.

ESPECIME INDICE JACCARD (%) INDICE SORENSEN (%) INDICE DE CODY
PR5 x PR6 26,92 42,42 19,0
PR5 x PR7 52,94 69,23 16,0
PR5 x PR8 58,93 74,16 11,5
PR5 x PR 48,48 65,31 17,0
PR5 x PR10 50,00 66,67 15,5
PR5 x PR11 39,68 56,82 19,0
PR5 x PR12 46,67 63,64 16,0

Fonte: O autor, 2022.

Figura 24— Variagdo de quimiodiversidade f de Piper richardiifolium Kunth da amostra PR5
com os demais coletadas em diferentes elevagdbes no PARNASO -

Teresopolis/RJ.
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Fonte: O autor, 2022.
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Tabela 16 — Indices de quimiodiversidade f calculados para as inter-relagdes entre espécimes
de Piper richardiifolium Kunth (PR6) com os demais coletadas em diferentes
elevacdoes no PARNASO — Teresopolis/RJ

ESPECIME INDICE JACCARD (%) INDICE SORENSEN (%) INDICE DE CODY
PR6 x PR7 19,12 38,24 21,0

PR6 x PR8 32,50 49,06 13,5

PR6 x PR9 21,57 35,48 20,0

PR6 x PR10 26,67 42,11 16,5

PR6 x PR11 23,81 38,46 16,0

PR6 x PR12 26,83 42,31 15,0

Fonte: O autor, 2022.

Figura 25— Variac¢ao de quimiodiversidade f de Piper richardiifolium Kunth da amostra PR6
com os demais coletadas em diferentes elevacdbes no PARNASO -

Teresopolis/RJ.
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Fonte: O autor, 2022.
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Tabela 17 — Indices de quimiodiversidade f calculados para as inter-relagdes entre espécimes
de Piper richardiifolium Kunth (PR7) com os demais coletadas em diferentes
elevacdoes no PARNASO — Teresopolis/RJ.

ESPECIME INDICE JACCARD (%) INDICE SORENSEN (%) INDICE DE CODY
PR7 x PRS8 51,67 68,13 14,5
PR7 x PR9 49,25 66,00 17,0

PR7 x PR10 50,79 67,37 15,5

PR7 x PR11 40,63 57,78 19,0

PR7 x PR12 45,16 62,22 17,0

Fonte: O autor, 2022.

Figura 26 — Variagdo de quimiodiversidade £ de Piper richardiifolium Kunth da amostra PR7
com os demais coletadas em diferentes elevacdes no PARNASO -

Teresopolis/RJ.
20 0%
L]
13 — . 70%
16
* 4\/‘ B0%
14
12 L S \/ 50%
10 400
8 30%
6
20%
4
; 10%
0 0%
PR7 x PRS PR7 x PR9 PR7 x PR10 PR7 x PR11 PR7 x PR12

#—INDICE DE CODY =—#=INDICE JACCARD (%) ==e=INDICE SORENSEN (%)
Fonte: O autor, 2022.
Tabela 18 — Indices de quimiodiversidade /8 calculados para as inter-relagdes entre espécimes

de Piper richardiifolium Kunth (PR8) com os demais coletadas em diferentes
elevagdes no PARNASO — Teresopolis/RJ.

ESPECIME INDICE JACCARD (%) INDICE SORENSEN (%) INDICE DE CODY
PR8 x PR9 29,41 58,82 17,5
PR8 x PR10 50,94 67,50 13,0
PRS x PR11 41,51 58,67 15,5
PR8 x PR12 53,06 69,33 11,5

Fonte: O autor, 2022.
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Figura 27— Varia¢do de quimiodiversidade £ de Piper richardiifolium Kunth da amostra PR8

[ ]

com os demais coletadas em diferentes elevacoes no PARNASO -
Teresopolis/RJ.
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Fonte: O autor, 2022.

Tabela 19 — Indices de quimiodiversidade /8 calculados para as inter-relagdes entre espécimes

de Piper richardiifolium Kunth (PR9) com os demais coletadas em diferentes
elevagdes no PARNASO — Teresopolis/RJ.

ESPECIME INDICE JACCARD (%) INDICE SORENSEN (%) INDICE DE CODY
PRY x PR10 34,83 69,66 13,5
PRY x PR11 42,37 59,52 17,0
PRY x PR12 44,83 61,90 16,0

Fonte: O autor, 2022.
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Figura 28— Variac¢do de quimiodiversidade £ de Piper richardiifolium Kunth da amostra PR9
com os demais coletadas em diferentes eclevagdes no PARNASO -

Teresopolis/RJ.
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Fonte: O autor, 2022.

Tabela 20 — Indices de quimiodiversidade f calculados para as inter-relagdes entre espécimes
de Piper richardiifolium Kunth (PR10) com os demais coletadas em diferentes
elevacdes no PARNASO — Teresopolis/RJ.

ESPECIME INDICE JACCARD (%) INDICE SORENSEN (%) INDICE DE CODY
PR10 x PR11 43,64 60,76 15,5
PR10 x PR12 49,06 65,82 13,5

Fonte: O autor, 2022.

Tabela 21 — Indices de quimiodiversidade f calculados para as inter-relagdes entre espécimes
de Piper richardiifolium Kunth (PR11) com o espécime PR12.

ESPECIME INDICE JACCARD (%) [INDICE SORENSEN (%) INDICE DE CODY

PR11xPR12 48,00 64,36 13,0

Fonte: O autor, 2022.

4.2.3. Tendéncias micromoleculares

Possiveis tendéncias micromoleculares na biossintese de volateis de P. richardiifolium

foram observadas a partir dos esqueletos-C encontrados nos espécimes estudados (FIGURA
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25). Pode-se constatar uma possivel homogeneidade biossintética das substancias dos OE dos
espécimes. As diferencas majoritdrias sdo em razdo de desvios de rotas biossintéticas
especificas, promovida pela diferenciagdo de dominédncia quimica de determinadas

substancias, enquanto a diversidade se mantém proxima.

Figura 29 — Proposta de mapa biossintético dos tipos de esqueleto terpénico identificados nos
6leos essenciais de espécimes de Piper richardiifolium.
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Fonte: O autor, 2022.



4.2.3.1. Indice de Ramos & Moreira

Tabela 22 — indices de Ramos & Moreira calculados para os espécimes de Piper richardiifolium Kunth.
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s Esqueleto-C Substancias PR1 PR2 PR3 PR4 PR5 PR6 PR7 PR8 PR9 PR10 PR11 PR12
Nor Nor Nor Nor Nor Nor Nor Nor Nor Nor Nor Nor
MH Pinano a-pineno -29,92  -33,15 0,00 0,00 -12,07  -23,82  -3591 -27,92 -21,97 -15,84 -20,61 -22,00
MH Canfano canfeno -37,26 53,62 0,00 0,00 -16,93  -36,86 -51,63 -37,46 -30,64 -20,74 -27,90 -31,55
MH Pinano [S-pineno -20,54 21,66 0,00 -1,15 -6,95  -18,25 -12,48 -19,63 -18,11 -11,66 -16,51 -18,06
MH Mentano Limoneno -5,18  -10,23 -0,59 -1,39 -1,66 -5,42 -3,86 -4,82 -5,74 -3,08 -5,07 -5,75
MH Mircano [S-ocimeno -0,78 0,00 -0,43 -0,89 -2,56 -3,54 -2,92 -1,55 -4,63 -1,99 -2,35 -3,82
MH Mentano y-terpineno 0,00 -0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
MH Mentano a-terpinoleno -0,38 -0,78 0,00 0,00 -0,10 0,00 -0,80 0,00 -0,48 0,00 -0,42 -0,46
MH Mircano allo-ocimeno -1,17 -0,72 0,00 -0,26 -0,50 0,00 -1,92 -0,48 -1,25 -0,75 -0,86 -1,14
MO Mentano 1,8-cineol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
MO Mircano linalool 0,00 -1,46 0,00 -0,62 -0,15 0,00 -0,69 -0,35 -0,24 -0,42 -0,75 0,00
MO Pinano trans-pinocarveol 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
MO Pinano trans-verbenol 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,23 0,00 0,00 0,00 -0,22 -0,24 0,00 0,00
MO Pinano pinocarvona 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,13 0,00 -0,10 0,00 -0,12 -0,07 -0,13 0,00
MO Canfano borneol -0,43 -0,32 0,00 0,00 -1,02 0,00 0,00 -0,73 -0,88 -0,92 -0,94 0,00
MO Mentano terpin-4-ol 0,00 -0,29 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,13 0,00 -0,16 0,00 -0,10 0,00
MO Mentano o-terpineol 0,00 -0,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
MO Pinano myrtenol 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
MO Pinano Verbenona 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,03 -0,06 0,00 0,00
MO Mentano trans-carveol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,05 -0,03 0,00 0,00
MO Mircano citronelol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
MO Mircano citronelato de metila 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,11 0,00 0,00 0,00
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MO Mircano geraniol 0,00 0,00 0,00 -0,46 0,00 0,00 -0,24 0,00 -0,23 0,00 -0,27 -0,24
MO Mircano nerolato de metila 0,00 0,00 -1,54 0,00 -0,14 0,00 0,00 -1,21 0,00 0,00 0,00 0,00
MO Canfano acetato de isobornila 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,35 0,00 0,00 0,00 -0,29 0,00
MO Canfano acetato de bornila 0,00 -0,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,20 0,00 0,00 -0,25
MO Mircano geranato de metila 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,85 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
MO Mircano y-pironeno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -5,46 0,00 0,00 0,00
SH Elemano bicicloelemeno -6,67 -1,06 -3,46 -17,44 -3,31 -6,68 -3,08 -6,29 0,00 -7,79 -6,10 -5,16
SH Cubebano a-cubebeno 0,00 -0,21 0,00 -0,59 -0,16 0,00 0,00 0,00 -0,20 0,00 -1,00 0,00
SH Copaano a-ylangeno 0,00 -0,08 0,00 -2,81 -0,11 0,00 -0,12 0,00 -0,15 -0,20 0,00 -0,17
SH Copaano 0-copaeno 0,00 -0,38 0,00 0,00 -0,65 0,00 -0,66 -0,61 0,00 -1,06 0,00 -0,72
SH Bourbonano [S-bourboneno 0,00 -0,18 -0,28 -0,22 -1,08 -1,05 -0,77 -0,69 -0,83 -1,17 -1,59 -0,92
SH Cubebano fS-cubebeno 0,00 -0,38 0,00 0,00 -0,34 0,00 0,00 -0,43 0,00 0,00 0,00 0,00
SH Elemano f-elemeno -0,39 0,00 -1,23 -0,88 0,00 0,00 -0,76 0,00 -0,42 -0,62 0,00 0,00
SH Aromadendrano a-gurjuneno -0,29 -0,05 0,00 -0,36 -0,07 0,00 -0,34 0,00 -0,18 -0,44 -0,17 -0,17
SH Cariofilano E-cariofileno 0,00 0,00 -1,35 -3,34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SH Copaano [S-ylangeno -0,92 0,00 0,00 0,00 -3,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -5,49 -4,58
SH Copaano S-copaeno 0,00 0,00 0,00 0,00 -1,75 -5,74 -2,74 -2,42 0,00 -3,36 0,00 0,00
SH Aromadendrano [S-gurjuneno 0,00 0,00 0,00 -1,55 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,09 0,00 0,00 -2,56
SH Guaiano o-guaieno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,48 0,00 0,00 0,00
SH Aromadendrano aromadendreno -0,51 -0,12 0,00 -0,69 -0,34 0,00 -0,73 -0,54 0,00 -0,87 -0,75 -0,55
SH Guaiano 6,9-guaiadieno 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SH Cadinano C'S'mg?;‘l’(l)a'z”s' 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 -1,19
SH Humulano o-humuleno 0,00 -0,39 0,00 -0,39 -0,33 0,00 -0,50 -0,53 -2,38 -0,76 -0,64 -0,55
SH Germacrano a-patchouleno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00



SH

SH
SH
SH
SH

SH

SH

SH

SH

SH

SH

SH

SH
SH
SH

SH
SH
SH
SH
SH
SH

Aromadendrano

Aromadendrano
Elemano
Aromadendrano
Cadinano

Germacrano

Bisabolano

Eudesmano

Eudesmano

Cadinano

Aromadendrano

Eremofilano

Biciclogermacrano

Cadinano
Eudesmano

Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano

Cadinano

allo-aromadendreno

deidro-
aromadendreno

a-elemeno
y-gurjuneno
y-muuroleno

germacreno D
y-curcumeno
f-selineno

o-selineno

trans-muurola-
4(14),5-dieno

viridifloreno
valenceno

biciclogermacreno

o-muuroleno

p-dihidroagarofurano

J-amorfeno
y-cadineno
o-cadineno
cis-calameno
cadina-1,4-dieno

a-cadineno

-6,09

0,00
0,00
0,00
0,00

-0,35
0,00
0,00
0,00
0,00
-1,03
0,00
3,65
0,29

-5,01

0,00
-0,26
-1,86
0,22
0,00
0,00

0,00

0,00
0,00
0,00
-0,75

-1,36
0,00
-0,10
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

0,00
0,00
-1,57
0,00
-0,15
-0,10

0,00

0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,17

0,00
-0,40
4,68
0,00

-0,38
0,00
0,00

-0,98
0,00
0,00
0,00

-12,83
0,00

0,00

0,00
0,00
-5,63
0,00
-0,30
-0,20

-1,75

0,00
0,00
0,00
1,16

-1,66
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
-2,00
0,00

0,00

0,00
-0,65
-1,38
0,00
-0,09
0,11

0,00

0,00
0,00
0,00
0,00

-1,68
2,67
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
-3,69
0,00

0,00

0,00
0,00
2,09
0,00
0,00
0,00

-1,09

0,00
0,00
0,00
0,00

-1,47
0,00
-0,35
0,00
0,00
0,00
-1,16
3,73
0,00

0,00

0,00
-0,84
2,79
0,00
0,26
-0,28

-1,78

0,00
0,00
0,00
0,00

-2,58
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
-0,23
-3,70
0,00

0,00

0,00
1,16
3,14
0,00
-0,16
0,21

-0,14

0,00
0,00
0,00
0,00

2,81
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
422
0,00

0,00

0,00
-0,63
2,67
0,00
-0,18
0,19

0,00

0,00
0,00
0,00
2,82

-0,18
0,00
0,00
0,00
3,07
0,00
0,00
-6,88
0,00

0,00

0,00
-1,00
-4,00
0,00
-0,26
0,28

0,00

2,50
0,00
0,00
2,24

0,00
0,00
0,00
0,00
2,74
0,00
-0,32
-4,31
0,00

0,00

-0,34
0,00
-2,96
0,00
-0,19
-0,21

&3

-1,92

0,00
0,00
0,00
-1,86

2,35
0,00
1,11
0,00
0,00
0,00
0,00
-3,75
0,00

0,00

0,00
-0,63
2,79
0,00
-0,19
-0,22



84

SH Cadinano a-calacoreno -0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,20 0,00 -0,33 0,00 -0,25
SH Guaiano guaiazuleno 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,04 0,00 0,00 0,00 -0,04 0,00 0,00 0,00
SO Eudesmano cubebol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,32 0,00 0,00 0,00 -0,35
SO Eudesmano cis-diidroagarofurano 0,00 0,00 -66,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Aromadendrano elemol -1,99 -4,57  -23,69 0,00 0,00 0,00 -0,10 0,00 0,00 -0,44 0,00 0,00
SO Farnesano E-nerolidol -9,20 -0,72 0,00 -1,27 -0,49 0,00 -0,75 -0,40 -0,78 -0,56 -0,66 -0,62
SO Aromadendrano palustrol -0,93 0,00 0,00 0,00 -0,39 0,00 -0,57 -0,48 -0,63 0,00 0,00 -0,58
SO Aromadendrano espatulenol -1,98 -0,94 -0,84 -9,83 -7,32 -6,47 0,00 -7,61 -7,86 -11,25 -9,83 -9,40
SO Cariofilano oxido de cariofileno 0,00 0,00 0,00 -0,43 -0,84 0,00 -0,31 -0,43 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Aromadendrano globulol -0,58 -0,32 0,00 0,00 -0,88 0,00 -2,35 -0,53 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Aromadendrano viridiflorol -0,18 0,00 0,00 -2,98 -0,34 0,00 -1,30 -0,53 -1,25 -4,12 -0,95 -2,87
SO Aromadendrano  salvial-4(14)en-1-ona 0,00 -0,18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Guiano guaiol 0,00 0,00 0,00 -0,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Eudesmano ledol -2,98 0,00 0,00 -1,46 0,00 0,00 -2,54 -1,68 -1,72 0,00 -1,92 0,00
SO Cadinano 1,10-di-epi-cubenol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,37 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Eudesmano 10-epi-y-eudesmol -2,53 -0,18  -34,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Copaano cis-a-copaen-8-ol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -1,47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Eudesmano y-eudesmol -0,11 -1,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Aromadendrano isoespatulenol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -1,03 -0,94
SO Cadinano epi-a-cadinol- -0,37 -0,67 0,00 -1,83 -0,56 0,00 -1,84 -1,19 0,00 -1,58 0,00 -1,10
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SO Cariofilano . 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,10 0,00 0,00 0,00
dien-5a-ol
SO Cadinano epi-a-muurolol -0,53 -0,35 0,00 -1,04 -0,47 -1,29 -1,52 -1,17 -0,98 0,00 0,00 0,00
SO Eudesmano hinesol 0,00 0,00 -0,94 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Cadinano a-muurolol 0,00 0,00 0,00 -0,68 0,00 0,00 -0,94 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Eudesmano agarospirol 0,00 0,00 -2,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Eudesmano o-eudesmol 0,00 -3,74 -11,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Cadinano a-cadinol -1,76 0,00 0,00 -2,61 0,00 0,00 -3,94 -2,82 -2,66 -1,31 -2,54 -0,90
SO Eudesmano 7-epi- a-eudesmol 0,00 0,00 -0,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
germacre-
SO Germacrano 4(15),5,10(14)-trien- 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,55 0,00 0,00
1-a-ol
SO Eudesmano eudesma-4(13),7- 06 000 000 000 000 000 -041 000 000 000 000 0,00
dien-1-ol
SO Farnesano Z,Z7-farnesol 0,00 0,00 -0,57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SO Farnesano E,Z-farnesol -1,10 0,00 0,00 -1,70 -0,11 0,00 -0,54 -0,16 -0,18 -0,72 0,00 0,00
SO Farnesano Z,E-farnesol 0,00 0,00 0,00 -0,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
OS Pentadecanona pentadecanona-2 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,06 0,00 -0,07 0,00 -0,10 0,00 0,00 0,00
(0N Mentano sulfoxido de menta 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,07 0,00 -0,04 -0,07 0,00 0,00
(0N Octadecano octadeceno-1 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(O] Octadecano n-octadecano 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
OS Farnesano [S-espringeno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,08 -0,19 0,00 0,00
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OS Nonadecano n-nonadecano 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
OS Farnesano a-espringeno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,02 0,00 0,00 -0,04 0,00 0,00
(ON] Mircano geranil linalool 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,34 0,00 -0,07 0,00 -0,15 -0,16 0,00 0,00
0OS Eicosano n-eicosano 0,00 0,00 0,00 -0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
oS Heneicosano n-heneicosano 0,00 0,00 0,00 -0,02 -0,02 0,00 -0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(0N Docosano n-docosano 0,00 0,00 0,00 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
OS Tricosano n-tricosano 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,02 0,00 -0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Soma do Nor -147,70 -143,15 -149,89 -84,09 -75,54 -119,27 -152,99 -136,49 -122,66 -111,85 -124,68 -131,68
N° de Substancias Identificadas 50 72 20 79 103 30 17 59 99 105 96 88
indice de Ramos & Moreira (GMor) -2,95 -1,99 -7,49 -1,06 -0,73 -3,98 -9,00 -2,31 -1,24 -1,07 -1,30 -1,50

Fonte: O autor, 2022.

Legenda: MH = Monoterpeno hidrocarboneto; MO = Monoterpeno oxigenado; SH = Sesquiterpeno hidrocarboneto; SO = Sesquiterpeno oxigenado; OS = Outras substancias
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Figura 30 —Variagdo do indice de Ramos & Moreira e numero de substancias nos o6leos
essenciais de espécimes de Piper richardiifolium Kunth em diferentes elevacdes
no PARNASO — Teres6polis/RJ.
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Figura 31 — Resultado dos indices de quimiodiversidade a, indice de Ramos & Moreira
(R&M) e Coeficiente de Diversificacdo de Esqueleto (Cpg) aplicados para o 6leo
essencial de diferentes espécimes de Piper richardiifolium Kunth de diferentes
elevagdes no PARNASO — Teresopolis/RJ.
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4.2.3.2. Coeficiente de Diversificacao de Esqueleto (Cpg)

Tabela 23 — Coeficiente de diversificacao de esqueletos das substancias identificadas em
6leos essenciais de espécimes de Piper richardiifolium Kunth.

N° N°

ESPECIME ESQUELETOS  SUBSTANCIAS CDE
PRI 12 36 0,67
PR2 15 37 0,59
PR3 8 16 0,50
PR4 19 40 0,53
PR5 23 51 0,55
PR6 13 15 0,13
PR7 19 53 0,64
PRS 16 38 0,58
PRY 18 47 0,62
PR10 14 42 0,67
PRI1 16 37 0,57
PRI2 13 37 0,65

Fonte: O autor, 2022.

Figura 32 — Variacdo do Coeficiente de Diversificagdo de Esqueleto (CDE), numero de
substancias e numeros de esqueletos de carbono dos Oleos essenciais de
espécimes de Piper richardiifolium Kunth de diferentes elevagdes no
PARNASO — Teresopolis/RJ.
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5. DISCUSSAO

Os OEs foliares de P. richardiifolium apresentaram rendimento comparativamente
baixos a outras espécies da familia Piperaceac (OLIVEIRA et al., 2013; DA SILVA et al.,
2016; DA SILVA et al., 2017; RAMOS et al., 2019; SALEHI et al., 2019; RAMOS et al.,
2021). Os rendimentos demonstraram variagdes significativas (p<0,001) ao longo das
elevagdes que, registra pela primeira vez, a composi¢do quimica dos volateis dessa espécie.
Nao ¢ possivel realizar uma comparagao de rendimento, pois ndo existem estudos para tal.

A hipotese de equilibrio de crescimento—diferenciacdo que estabelece que a
aclimatacdo frente as limitagcdes nutricionais, a alocacdo de estruturas quimicas ¢ direcionada
para o metabolismo especializado, causando seu acumulo nas estruturas vegetais, devido a
possibilidade desses metabolitos responderem mais eficientemente as variagdes macro- €
microclimaticas (GLYNN et al., 2007). Nesta concepg¢do, o aumento da capacidade de
diversificacdo de estruturas quimicas no metabolismo das espécies pode dispor de diferentes
possibilidades quimico-interativas para uma aclimatagdo homeostésica.

Em estudo realizado em espécimes de Juniperus rigida Siebold & Zucc.
(Cupressaceae) em diferentes elevacoes (838 — 2.340 m), os espécimes encontrados em
médias e grandes elevacdes (2.112 — 2.280 m) apresentaram maior rendimento de OE.
Aqueles de elevagio mais baixas (1.073 — 1.203 m) apresentaram menor rendimento (FENG
et al., 2021). No entanto, ¢ invidavel comparar as respostas intraespecificas de uma
gimnosperma com uma angiosperma, visto que a diferenca metabodlica entre essas duas
classes de organismos pode ser significativa no que tange sua plasticidade fenotipica quimica.

Evidéncias apontam que as espécies tendem a apresentar rendimentos dependentes do
estagio de ciclo reprodutivo, devido as diferencas de gasto energético necessario para
desempenhar seus ritmos fisiologicos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; FIGUEIREDO et al.,
2008). Nesta Dissertacdo foi observada uma fraca correlagdo positiva do rendimento dos OEs
com o periodo reprodutivo de P. richardiifolium. Apesar da quimica floral ser reconhecida
como a grande responsavel pela atragdo de polinizadores, o aumento da quantidade de
substancias volateis nas folhas também pode auxiliar na interagdo com outros organismos que
favorecam atividades benéficas para o organismo em questdo. Esse fato pode explicar o maior
rendimento dos OEs no periodo reprodutivo da planta estudada (SCHIESTL, 2010; ADDLER
etal., 2012).

Podem ocorrer alteragdes no acimulo de OEs por mecanismos extrinsecos, como a

evaporacao induzida pelos aumentos da temperatura; e mecanismos intrinsecos, como
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alteragcdo de condutancia estomatica, fotossintese e taxa de assimilagao de CO, (SANGWAN
et al., 2001; MATTANA et al.,, 2010, REHMAN et al., 2016; FAN et al., 2018). Foi
observada uma correlacdo positiva do rendimento dos OEs com a dominancia das amostras
(p<0,05), demonstrando que, possivelmente, quanto menos substancias forem produzidas pelo
organismo, maior sera a disposi¢ao energética para concentrar substancias alvo especificas.

As flutuagdes de diversidade e dominancia das amostras em menor elevagdo foi
constatado até 1330 m. Maior diversidade quimica foi observada em elevacdes maiores. Esse
efeito da elevagdo na diversidade quimica pode ser explicado, em parte, pelo fato de os
pardmetros ambientais apresentarem grandes mudancas em maiores elevagoes,
principalmente, em termos de pressdo atmosférica (KORNER, 2007). Climas rigorosos e que
apresentam maior variagdo de fatores microclimaticos, consequentemente, refletem uma
maior produtividade metabdlica para garantir a biossintese de substancias capazes de
favorecer a homeostase e diminuir os impactos da heterogeneidade ambiental do habitat.

Apesar da escassez de informagdes relacionadas a P. richardiifolium, a composigdo
quimica dos OEs de diferentes espécies pertencentes ao clado Macrostachys, de acordo com a
classificagdo adotada por Jaramillo et al., (2008), ¢ descrita em alguns artigos. A espécie
Piper arboreum, por exemplo, apresenta espécimes com alto teor de fS-cariofileno (25,1%),
germacreno D (9,6%) e biciclogermacreno (49,5%) na composicdo dos volateis foliares,
enquanto nas inflorescéncias ha teor percentual maior de f-elemeno (5,3%), f-cariofileno
(6,6%) e germacreno D (49,3%) (NAVICKIENE et al., 2006). Ja para espécimes avaliados
em outras regides geograficas, ¢ possivel observar uma mudanga na composicdo dos volateis
foliares para essa espécie, por exemplo, alto teor de biciclogermacreno (12,1%), espatulenol
(8,4%) e oxido de cariofileno (10,2%) na regido de Brasilia/DF; e f-pineno (6,6%), a-copaeno
(7,4%), germacreno D (5,3%) e oJ-cadineno (25,8%) para outro espécime analisado em
Chepo/PR (BERNUCTI et al., 2016).

A plasticidade quimica das espécies de Piperaceae pertencentes a este clado sdo
evidentes, principalmente com os estudos de Piper cernuum em diferentes localidades. Para
os OEs de folhas, tem-se os seguintes majoritarios:

e S&0 Paulo/SP - a-pineno (7,2%), f-pineno (6,2%), S-cariofileno (20,7%), germacreno

D (6,7%) e biciclogermacreno (21,9%) (CONSTANTIN et al., 2001);

e Bahia/Brasil - f-elemeno (11,6%), p-cariofileno (8,3%), cis-f-guaieno (8,2%), y-
muuroleno (7,6%), epi-cubebol (13,1%), espatulenol (9,6%) e 6xido de cariofileno

(7,7%) (ASSIS et al., 2013);
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e Cubatdo/SP p-elemeno (30,0%), pS-cariofileno (16,3%), germacreno D (12,7%) e

biciclogermacreno (19,9%) (CAPPELO et al., 2015);

e Rio de Janeiro/RJ a-pineno (10,2%), canfeno (5,3%), p-pineno (7,4%), Cis-

diidroagarofurano (32,3%) e elemol (6,7%) (TORQUILHO et al., 2000).

Como abordado na introducdo desta Dissertacdo, algumas espécies morfologicamente
similares a P. richardiifolium possuem a composi¢do quimica de seus OEs elucidados.
Apenas um estudo apresentado por TRINDADE et al. (2014) constatou a composi¢do dos
OEs das folhas, inflorescéncias e caules de P. truncatum. As folhas apresentaram um perfil
rico em f-cariofileno (24,2%), germacreno D (11,1%) e E-nerolidol (10,5%); inflorescéncias
em germacreno D (56,0%), a-farneseno (10,4%), canfeno (10,3%) e a-pineno (5,2%); e
caules em a-cadinol (9,0%), 1,10-di-epi-cubenol (7,2%), E-nerolidol (6,2%), germacreno D
(5,1%) e y-cadineno (4,5%) (TORQUILHO et al., 2000).

Analise dos OEs de P. richardiifolium demonstra diferengas marcantes em relagdo as
outras espécies do claro Macrostachys, principalmente, em relagdo aos teores percentuais
elevados de monoterpenos, notadamente, a-pineno, S-pineno e canfeno (TORQUILHO et al.,
2000; CONSTANTIN et al., 2001; ASSIS et al., 2013; TRINDADE et al., 2014; CAPPELO
et al., 2015). Portanto, os resultados deste trabalho podem ser fteis para diferenciagdo
taxondmica das espécies morfologicamente similares a P. richardiifolium. Porém, deve-se
pensar em acumular mais informagdes acerca da composi¢ao quimica volatil dessa espécie no
tempo e no espaco, como por exemplo, ciclos de estudos de tempo curto (24h) e longo (24
meses) e outras regioes do bioma Mata Atlantica, assim como estudos em outros biomas.

De acordo com FERNANDES et al., (2022), as diminui¢des na riqueza de espécies
observadas em elevacdes acima de 1.500 m sdo justificadas pela tendéncia das temperaturas
diminuirem em elevacdos mais altas, que acabam por gerar um ambiente pouco tolerante
dependendo da espécie. Mesmo com um sistema vascular, temperaturas muito baixas podem
afetar os vasos do xilema e impedir a conducdo da agua, gerando estresse hidrico. As
variagcdes de temperatura, precipitagdo e umidade influenciam na atividade dos estomatos,
estruturas responsaveis majoritariamente pelo mecanismo de controle de trocas gasosas e
processos fotossintéticos. Como demonstrado por JACINTO et al., (2018) em Piper aduncum
L., apesar de diversas espécies de Piperaceae serem plasticas e conseguirem se adaptar a
diferentes ecossistemas, a variagdo da disponibilidade e tensdo de agua no solo, além de
alteraram atividade estomatica, também alteram a producdo das células idioblasticas nas

folhas, que refletem na producao de OEs nessa familia
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Neste estudo nao foi encontrada uma correlagdo da composicao dos micronutrientes
do solo com a composi¢do quimica das substancias identificadas em P. richardiifolium,
exceto correlagdo positiva da matéria organica com a classe dos monoterpenos oxigenados
(p<0,05). Apesar da composi¢do do solo influenciar na composi¢cdo quimica das plantas
(RAMOS et al., 2020), a auséncia de correlagdo da composi¢do quimica da espécie com 0s
micronutrientes do solo demonstra que P. richardiifolium néo sofre influéncia de variaveis
edaficas.

Analises multivariadas por ACP demonstraram uma homogeneidade da quimica inter-
espécimes de P. richardiifolium na area estudada do PARNASO. Essa homogeneidade
quimica pode corroborar com uma possivel harmonizacdo sincrénica populacional. Apesar
dos efeitos pleiotropicos, a diversificagdo e produg¢do de metabolitos especiais ainda pode ser
relativamente livre de limitagdes, devido aos custos de producdo mais baixos, associados aos
tracos ambientas, estruturais e fenologicos (CAI et al., 2016). Desta forma, os metabdlitos
secundarios de uma populagdo podem conglomerar e criar uma homogeneidade quimica em
um determinado tempo e espaco geografico, desde que o espécime tenha a possibilidade de
ativacdo da rota biossintética em questdo. No caso em estudo, ¢ muito interessante esse
registro de sincronia quimica para 10 dos 12 individuos, o que demonstra que P.
richardiifolium parece nio sofrer alteragdes em sua quimica devido a fatores climaticos e de
elevagdo. Esse fato ndo ¢ novidade em resultados prévios descritos pelo grupo. Por exemplo,
Piper rivinoides Kunth possui quimica volatil muito similar em 12 meses de estudo em dois
fragmentos de Mata Atlantica (FELISBERTO et al., 2022). No entanto, é esperado para
espécies de Piperaceae da Mata Atlantica grande diversidade fenotipica quimica (RAMOS et
al., 2018; RAMOS et al., 2021) Uma hipotese reside no fato de possiveis quimiotipos para
essa espécie, uma vez que na ACP houve uma separagao clara dos espécimes PR3 e PR4, que
sio ricos em sesquiterpenos. E constatado uma vasta literatura cientifica acerca dos
quimiotipos e a plasticidade fenotipica quimica de espécies de Piperaceae, tais como Piper
aduncum e Piper mollicomum que apresentam elevada plasticidade (RAMOS, 2018). No
entanto, conceitualmente, ¢ necessario que o espécime apresente as mesmas caracteristicas
quimicas mesmo quando cultivado em ambientes diferentes de seu habitat natural para ser
definido como um quimiotipo, sendo necessario, portanto, mais estudos que visem o cultivo e
identificacao de volateis desta espécie.

Outra hipotese reside no fato de padrdes associados a presenca de herbivoros e
polinizadores locais que podem ser diferentes em cada sitio de coleta. Entre as amostras, o

espécime PR3 apresentou uma elevagdo no teor de E-nerolidol, que exerce um papel
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importante na prote¢do contra predadores por induzir a formacao do 4,8-dimetilnona-1,3,7-
trieno (DMNT), principal substancia responsavel pela atracdo de predadores de herbivoros
(PINTO-ZEVALLOS et al.,, 2013). Em estudo conduzido por CHEN et al. (2020) foi
comprovado um mecanismo molecular de indu¢do de E-nerolidol como um sinalizador de
resisténcia a patogenos e herbivoros em Camellia sinensis L. (Theaceae). Portanto, a alteragao
do padrao metabolico direcionado para esqueletos de sesquiterpenos pode estar associado a
um padrao de resposta de P. richardiifolium a herbivoros locais.

Além disso, sesquiterpenos possuem uma capacidade maior de apresentar centros
enantioméricos em suas estruturas quando comparados com os monoterpenos. Pequenas
alteragdes enantioméricas e estruturais, levando a formacdo de isOmeros quimicos, pode
propiciar uma diferenciagdo quimica sutil entre as espécies, mas capaz de assegurar elevado
grau de diferenciacdo (WICKER-THOMAS et al., 2011; HEMBRY & WEBER, 2020).
Estudos apontam como formas enantioméricas de um mesmo esqueleto podem dispor
diferentes funcdes e caracteristicas, inclusive sensoriais, para os organismos (WICKER-
THOMAS et al., 2011; BLOUNT & COPPOLA, 2020).

E amplamente descrito como as enzimas terpenos sintases ndo possuem seletividade
para producdo de substancias especificas, a partir de um mesmo esqueleto, apesar da grande
diversificagdo estrutural encontrada nas espécies (SAYURI et al., 2010; VATTEKKATTE &
BOLAND, 2020). Foi observada uma correlagdo positiva (p<0,05) da diversidade das
amostras com sesquiterpenos, evidenciando uma possivel capacidade de diversificagdo de
estruturas e geracao de moléculas enantioméricas suficientes para conduzirem um processo de
diversidade molecular robusta em misturas complexas. Concomitantemente a diversidade, foi
observada outra correlagdo positiva (p<0,05) do Cpe com sesquiterpenos, evidenciando a
importancia desta classe de volateis na capacidade de diversificacdo de estruturas quimicas
em misturas complexas.

Os resultados obtidos demonstram uma homeostase redutiva-oxidativa (REDOX), de
acordo com o indice de R&M, em maiores elevacdes do PARNASO (1.450 — 1600 m),
enquanto nas mais baixas elevagdes foi constatado uma maior flutuagdo REDOX das misturas
de OEs. Cabe ressaltar que todos os valores de indice de R&M demostraram-se negativos, ou
seja, as misturas sdo reduzidas. Estes resultados lancam a luz do conhecimento a Teoria
REDOX de GOTTLIEB (1989), que implica que a evolugdo de micromoléculas esta
associada a reatividade dos metabolitos em utilizar mecanismos de oxidagdo. Naturalmente,

os dados apresentados compreendem um recorte de espaco-tempo de uma quimica estatica,
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enquanto para comprovagdo desta capacidade metabdlica € necessaria uma analise e
metodologia dindmica de curto (ciclos de 24h) ou longo prazo (sazonalidade mensal).

Foi possivel observar, também, uma associagdo do numero de substincias com a
capacidade REDOX dos espécimes avaliados, ou seja, quanto maior o nimero de substancias
produzidas por um espécime, maior sera sua capacidade de manter um equilibrio REDOX.
Dessa forma, a capacidade de diversificagdo de esqueletos terpénicos ¢ imprescindivel para
garantir a presenga de estruturas quimicas minoritarias capazes de realizarem reacdes de
captura de espécies radicalares para manter a homeostasia.

Na perspectiva de as estruturas minoritarias desempenharem uma possivel atividade
no equilibrio REDOX, a capacidade de diversifica¢do estrutural deve ser avaliada e pode ser
uma das possiveis utilizagdes do indice desenvolvido nesta Dissertacdo (CDg). Avaliar a
homogeneidade dos esqueletos terpénicos e compara-los com a diversidade de substancias
presentes (compara¢do de similaridade quimica com quimiodiversidade f) ¢ uma possivel
ferramenta para investigar a complexidade metabdlica associada as espécies e as rotas
prioritarias tracadas pelos organismos para a definicdo de cada quimiotipo possivel.
Naturalmente, a constatagdo da aplicabilidade e utilizagio do CDg para uma defini¢do
quantitativa desses conceitos abordados foge apenas do espectro espacial, que foi o principal
alvo de estudo desta Dissertacdo, mas também ¢ englobado na perspectiva temporal para
avaliar a sincronicidade metabolica associada a curtos periodos de tempos, tais como analises
circadianas (constatacdo de cronotipos), quanto para andlises de longo prazo para avaliacao da
plasticidade.

Estudo de Abbas et al., (2022), comprovou um mecanismo de adaptagdo genética as
elevacdes por meio da alteracdo de sensitividade ao oxigénio presente no ecossistema. A
adaptacdo de mamiferos a diferentes elevagdes envolve mutagdes de componentes associados
a inducdo de hipdxia no sistema de sensibilidade ao oxigénio, enquanto as plantas fazem uso
de um mecanismo completamente diferente, que ¢ associado a sensibilidade de captagdo de
oxigénio (BEALL, 2014; LORENZO et al., 2014, HOLDSWORTH & GIBBS, 2020). Desta
forma, estudos em plantas avaliam hipdteses de que rotas biossintéticas de plantas que fazem
uso do oxigénio estdo sob pressdo evolutiva em locais de maiores elevagdes, tais como a
formacgdo da clorofila que estd relacionada com os anéis tetrapirrdlicos, que ¢ dependente do
oxigénio para ser formado (ABBAS et al., 2022).

Esse processo de sensibilidade de captacdo de oxigénio envolve mecanismos quimicos
complexos, fazendo-se necessaria a avaliagdo dos padrdoes de oxidacdo molecular frente a

capacidade de diversificagdo estrutural dos esqueletos associados aos espécimes. E possivel
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observar que as respostas plotadas no grafico do Cpe para a amostra PR3 sao semelhantes as
do grafico do indice de R&M (o indice para PR3 ¢ em torno de -7), o que evidencia uma
possivel relagdo entre os dois indices e aponta que, quanto mais substancias forem produzidas
a partir da diversificagdo, mais reduzidas as substancias serdo nas amostras. Para a amostra
PR7 o Cpg demonstrou-se elevado, € a mistura dessa amostra encontra-se bastante reduzida, o
que corrobora com o especulado Cpg VS. R&M. No entanto, deve se considerar nessas analises
sempre o numero de substincias presentes na amostra, e ndo somente a diversificacdo de
esqueletos per si.

Apesar de haver estudos descrevendo que substancias volateis como a-tujona, canfora
e isovalerato de geranila apresentam variagdes frente a diferentes elevagdes, neste trabalho,
para as substancias identificadas nos OEs de P. richardiifolium, nao foi encontrada nenhuma
correlagdo significativa em relagdo a composi¢do quimica dos espécimes com a elevagdo. A
falta de correlagdo direta das substancias com a elevagao pode ser devido a uma pequena
variagdo de elevagdo ( ~ 600 m). Os estudos que observam variagdes quimicas em funcao da
elevacdo o fazem em diferencas de elevagdo de pelo menos 1.000 m (SEVERINO et al.,
2007; SUPRASANNA & VARIYAR, 2013; NEMETH & HUONG THI NGUYEN, 2020;
NATARAIJ et al., 2022)

O aumento de elevagao leva a uma mudanga de padrdes associados a herbivoria, visto
que a riqueza de espécies herbivoras, como os da ordem Orthoptera, tendem a diminuir, como
¢ observado nos alpes centrais (PITTELOUD et al., 2020). Dessa forma, a diminuigdo da
pressdo pela herbivoria, teoricamente levaria a uma diminuicao da producdo de metabolitos
especiais vinculados a repeléncia e defesa contra herbivoros, como ¢ postulado pera Teoria da
Defesa Otima (PELLISSIER et al., 2012). Contudo, ha uma séric de padrdes macro e
microclimaticos associados a aclimatacdo das espécies em regides de alta pressdo evolutiva,
sendo importante avaliar outros processos estressores ao metabolismo especial de plantas e
avaliar sua performance biossintética em diferentes escalas temporais (dias-semanas-meses-
anos).

A quantificacdo da diversidade de espécies em amostras ecoldgicas em diferentes
escalas biogeograficas ndo ¢ um problema trivial, pois diversidade ¢ uma varidvel
multidimensional e dependente de escala quantitativa que corroboram com multiplas espécies
simultaneamente, ¢ que muda de acordo com o tamanho amostral e escala espacial (CHASE
et al., 2018). Nesta perspectiva, ¢ valida a discussdo acerca de possiveis comunicagdes inter-
espécimes e como a heterogeneidade de espécies associadas em uma escala geografica pode

influenciar na quimica das demais. Estudos de quimiodiversidade y sdo de extrema relevancia
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para avaliar o papel de comunidades de plantas. A correlagdo positiva observada para o
rendimento dos OEs com a dominédncia da mistura cria perguntas acerca da aplicabilidade
deste indice dos mecanismos metabolicos que os espécimes utilizam para se aclimatar e
responder aos fatores estressores no ecossistema em questdo. Para uma determinada espécie, o
que compreenderia uma maior vantagem evolutiva? Uma diversidade maior de substincias
produzidas, representando um metabolismo sem seletividade, ou uma dominancia maior,
concentrado as substancias majoritarias e direcionamento os metabolitos para rotas seletivas
especificas? Nesta concepcao, ambas as alternativas sdo vidveis para manutencdo das espécies
e podem auxiliar na comunicacao intra e inter-especifica com o ecossistema associado. Como
mencionado anteriormente na introdugdo, o ruido quimico oriundo de diversas informagdes
emitidas por espécies pode propiciar uma rede de camuflagem que protege uma populacao de
um padrdo associado de herbivoria.

Nesta perspectiva de comunicacdo populacional, considerando que plantas sdo
organismos nao-estaticos, a possibilidade de um espécime poder variar sua composicao
quimica e balancear as caracteristicas de dominancia e diversidade de suas misturas em uma
escala temporal, a fim de garantir maior adaptabilidade as pressdes abidticas no habitat,
evidencia o papel importante que comunidades de plantas tem na escala evolutiva (KESSLER
& KALSKE, 2018). Uma possivel evidéncia encontrada nesta Dissertagdo ¢ a sincronicidade
quimica da diversidade e dominancia das amostras na regido geografica analisada. Apesar de
haver distingdo quimica entre possiveis quimiotipos, os valores desses indices se mantém
homogéneos e balanceados em diferentes microclimas, composi¢cdes de solo e diferentes
elevagoes.

Acerca da similaridade quimica observada entre os espécimes avaliados, ¢ possivel
registrar que ha baixa semelhanga (maioria < 70%) dos constituintes quimicos presentes nos
OEs de P. richardiifolium. Estes dados corroboram com a perspectiva de que cada espécime
tera um processo de aclimatacao diferente por realizar desvios das rotas biossintéticas, devido
as diferentes variaveis heterogéneas presentes em um mesmo espaco geografico. Quando a
similaridade quimica inter-espécimes € avaliada com os valores de diversidade e dominancia
entre as mesmas, observa-se que apesar da baixa similaridade quimica, hid uma
homogeneidade da diversidade e dominancia entre as amostras. Esse fato evidencia que a
fisiologia dos espécimes possivelmente tende a homeostase dessas caracteristicas quimicas,
independentemente das substancias produzidas a partir da diversificagdo dos esqueletos

presentes no metabolismo.



97

A baixa similaridade quimica entre as amostras ¢ refor¢ada, principalmente, pelas
substancias minoritarias presentes nas misturas, fazendo com que a interpretagao desse indice
de quimiodiversidade S possa ser feita de maneira equivocada, quando ndo utilizado em
conjunto com uma analise observacional, ou, ainda, utilizado comparativamente com outro
indice aplicado. A aplicabilidade do indice de quimiodiversidade f em misturas complexas
levanta a hipotese de qual € a principal caracteristica que uma populagdo tem que possuir para
ser considerada similar ¢ homogénea em termos de constituintes quimicos: a diversidade (i.e.
substancias minoritarias) ou a dominancia (i.e. substancias majoritarias)? Para responder a
essa pergunta, o mais adequado seria a avaliacdo do metabolismo, assim como dos esqueletos
biossintéticos utilizados para a biossintese das substdncias minoritarias. Nesse trabalho foi
possivel observar um padrdo micromolecular biossintético associado aos espécimes, sendo
possivel corroborar com a afirmagdo que, apesar da baixa similaridade apresentada pelo
indice de quimiodiversidade f, em termos de metabolismo, os espécimes se demonstram
homogéneos (indices de R&M e CDg).

Considerando a escassez de informacdes acerca da espécie e haver poucos estudos que
contemplem quimiodiversidade e tendéncias micromoleculares em diferentes elevagdes, ¢é
véalida a discussdo das vantagens e desvantagens dos indices utilizados, com o intuito de
mensurar a quimiodiversidade intra e inter-espécimes (FENG et al., 2021). Devido a esta
escassez de informagdes, os proximos paragrafos serdo uma discussdo critica acerca da
utilizagdo conceitual desses indices aplicados a estudos quimico-ecoldgicos.

Nenhuma medida serd sempre apropriada e, concomitantemente, respostas isoladas
dos indices podem levar a interpretacoes equivocadas, devido as diferentes formas
interpretativas que as medidas exploratorias podem proporcionar (diversidade, riqueza,
dominancia e diferenca de substancias).

O indice de Simpson investiga a diversidade relativa proporcional a domindncia das
substancias presentes em uma mistura complexa, tornando-o interessante de se investigar a
quimiodiversidade de uma determinada mistura. Entretanto, em misturas complexas como os
OEs, os resultados do indice sdo fortemente afetados pela presenca de substincias
minoritarias (1 > 5%) e/ou substancias trago (< 1%), pois estas representardo, naturalmente,
alta diversidade intrinseca que resulta na diluicdo da dominéncia das substancias.

O indice de diversidade de Shannon, também conhecido como indice da bagunca,
responde sensivelmente a amostras altamente diversas com distribui¢des irregulares de teores
na mistura. Por conseguinte, os teores de substdncias minoritarias e substancias tragos nao

trardo um impacto significativo na mensuragdo de diversidade quimica presente no espécime.
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Adicionalmente ao indice de diversidade de Shannon, o indice de Pielou (i.e.
equitabilidade de Pielou) promove a igualdade em relagdo ao padrdo de distribuicdo das
substancias na amostra, visto que para o calculo € necessario considerar o indice de Shannon
maximo que ¢ possivel de se identificar na amostra e trazer para valores reais comparativos
com o indice de Shannon calculado na amostra original.

Os indices de quimiodiversidade a aplicados as misturas complexas como OEs
representam uma interface comparativa interessante para se obter respostas distintas acerca de
seus constituintes. Apesar do indice de diversidade de Shannon e a equitabilidade de Pielou
ajustarem os valores atribuindo escalas diferentes a depender da dominéncia da substancia,
amostras com alta riqueza de substancias e alta diversidade frente a uma dominancia
desproporcional podem fornecer valores adequados, mas que ndo contemplam a diversidade
real da amostragem.

As variagdes intra-espécimes mensuradas pelos indices de quimiodiversidade a,
podem promover resultados interessantes para avaliar como um espécime varia
comparativamente a outra. No entanto, a analise comparativa dos resultados aplicados desses
indices ndo pode ser utilizada para inferir similaridades. Os indices de quimiodiversidade /S
fornecerdo respostas objetivas sobre o nivel de semelhanca entre duas ou mais comunidades,
levando em consideracao as substancias presentes na amostra.

Todos os célculos de quimiodiversidade f levam em consideragdo a mesma matriz de
dados, avaliando-se o niimero de substincias presentes em cada amostra € o numero de
substancia iguais identificadas em ambas. Contudo, apesar de demonstrar similaridades entre
os espécimes, o indice de Jaccard ndo leva em consideragdo a similaridade referente a
dominancia das substdncias na amostra, visto que a matriz compreende apenas presenca €
auséncia das substancias. Esses dados podem levar a indugdo de interpretagdes erradas a
respeito da composi¢do majoritaria das substancias quando os calculos de quimiodiversidade
[ sao aplicados sem os indices de quimiodiversidade o. No entanto, apesar de ndo
compreender a composicdo de majoritarios, o indice auxilia na elucidagdo de rotas
biossintéticas semelhantes entre os espécimes, facilitando a segregacdo de possiveis
quimiotipos e genotipos.

Uma desvantagem do indice de Jaccard € a alta sensibilidade ao tamanho dos dados,
fazendo com que grandes conjuntos de dados tenham elevado impacto no indice. Entretanto,
no indice de Sorensen utilizam-se as mesmas variaveis presentes no indice de Jaccard, no
entanto, Sorensen atribui maior peso para a presenca das substancias na amostra do que para

os dados de auséncia. Essa metodologia ¢ mais conveniente quando aplicada & misturas
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complexa como OEs, em que ocorre uma elevada riqueza de constituintes na amostra, fazendo
com que os dados de auséncia em amostras muito diversas ndo diminua de maneira
significativa o valor do indice. No entanto, a metodologia de Sorensen pode exagerar na
importancia do conjunto de dados com poucas substancias similares.

A desvantagem dos indices de quimiodiversidade « e f € inerente a impossibilidade de
realizar analises comparativas dos valores absolutos obtidos com os valores encontrados em
outros possiveis estudos, mesmo que estes tenham sido realizados com as mesmas espécimes
ou espécies. A justificativa para essa impossibilidade ¢ a sensibilidade desses indices aos
fatores ilicitantes avaliados em estudos quimico-ecoldgicos, inviabilizando a comparacao dos
indices com diferentes estudos realizados em ecossistemas complexos que nao permitem o
controle e padronizacdo de fatores bidticos e abioticos.

Devido a impossibilidade de se realizar analises comparativas dos valores obtidos nos
indices com outros estudos, os resultados obtidos pelo célculo dos indices de
quimiodiversidade aplicados devem ser comparados apenas entre as espécies € espécimes
avaliadas no estudo. A analise comparativa restrita as espécimes avaliadas permite a
caracterizacdo fidedigna dos resultados obtidos para as espécimes em diferentes escalas
geograficas e temporais. Dessa forma, ¢ possivel minimizar a probabilidade de erro estatistico
e de identificagdo das substancias que podem ocorrer quando dois operadores distintos
realizam as andlises, permitindo assim, padronizagdo e maior uniformidade dos resultados
obtidos.

Para avaliar os padrdes moleculares a partir de esqueletos-C evidenciados nos célculos
de quimiodiversidade a e £, o Cpg, indice desenvolvido nesta Dissertacao, ¢ util pois permite
avaliar as particularidades biossintéticas ocorridas em individuos ou grupos de plantas.
Analogamente, o indice ndo reflete a diversidade em ntimero de substancias produzidas, mas
sim diversificadas. Em contraste, o valor real do Cpg ¢ independente da unidade em que a
medi¢do foi feita, entdo ¢ um nimero adimensional. Para comparacdo entre conjuntos de
dados com diferentes unidades ou médias muito diferentes, este se tornara uma Otima
estratégia, principalmente, se usado para analisar os diferentes padrdes de quimiodiversidade.

No entanto, para amostras pouco diversificadas, quando o valor da média ¢ proximo
de zero, o Cpg se aproximara do infinito, sendo, por isso, sensivel a pequenas mudangas na
média. Seguindo a logica de desvantagem dos demais indices, caso os valores ndo se
originarem de uma escala de razdo de obtencdo das amostras sob um mesmo desenho
experimental, o indice podera fornecer resultados erroneos. Concomitantemente, o Cpg nao

pode ser usado diretamente para construir intervalos de confianca para a média, pois reflete
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acdo enzimatica no metabolismo. Este indice desenvolvido compreende um ideal da certeza
de uma medicao quando o nimero de replicados varia ao longo de amostras, porque o Cpg €
invariante ao nimero de replicados, enquanto a certeza da média melhora com o aumento de
replicados.

O indice de Ramos & Moreira ¢ uma abordagem conceitual interessante de se aplicar
em estudos quimico-ecoldgicos, devido a possibilidade de investigar padrdes biossintéticos
nos metabolismos de espécimes, podendo propor diferentes mecanismos homeostaticos redox
mesmo em espécimes com elevado grau de similaridade. Em nivel de populagdes e
comunidades de plantas, este indice também pode proporcionar a compreensao de padrdes
micromoleculares associados a aclimatacao das espécies em determinadas escalas temporais e
geograficas pela tendéncia redox das substancias presentes na mistura.

A possibilidade da homeostase metabolica das espécies ser realizada pelo balango
oxidativo das substincias presentes em mistura permite evidenciar pardmetros quimico-
evolutivos no desvio de metabolitos para suas formas oxidadas. No entanto, métodos de
identificacdo e quantificagao padronizados (CG-EM, CG-DIC e CLAE) devem ser utilizados
para permitir a comparacdo entre os resultados fornecidos por esse indice (RAMOS et al.
2021).

A fim de explorar o efeito dos fatores ilicitantes nas amostras, o Ipap provém
resultados com elevado poder estatistico, permitindo a comparacao entre conjuntos de dados
com respostas lineares frente aos fatores ambientais (VALLADARES et al., 2006). No
entanto, os resultados mantém-se unitdrios as varidveis avaliadas, ndo possibilitando a
comparag¢ao de plasticidade para diferentes caracteristicas ou espécies (VALLADARES et al.,
2006). Da mesma forma, apesar de ser uma alternativa interessante de avaliacdo de
plasticidade fenotipica padrio, o indice pode ser mal interpretado caso a espécie tenha
variabilidade quimica de acordo com fatores ontogé€nicos, dificultando a aplicagdo desse
indice em estudos ecologicos com grande variabilidade de individuos em diferentes fases
ontogénicas e fenologicas.

O desenvolvimento ecologico das espécies em seus processos de aclimatagdo faz com
que a plasticidade seja uma chave fundamental na compreensdo de como as plantas se
desenvolvem (FARNSWORTH, 2004). Espécimes com grande plasticidade, naturalmente,
tém capacidade de se tornarem mais quimiodiversas frente as variacdes ambientais, no
entanto, cabe a reflexdo: como espécies com baixas capacidades plasticas conseguem se
perpetuar e se aclimatar em aspectos quimico evolutivos? A lacuna a respeito do grau de

influéncia ecoldgica em niveis coletivos (i.e. quimiodiversidade S e y) cria tendéncia em
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pesquisas a corroborarem com a ldgica naturalistica de que espécies plasticas sao as mais
aclimatadas. No entanto, a evolugdo pode ser vista pela otica da capacidade de organizagdo
em diferentes escalas de comunidade, as plantas mais adaptadas, provavelmente, ndo seriam
aquelas que respondem melhor a quimica de sua populacdo/comunidade? Essa hipotese
proporciona uma concep¢ao nao hegemodnica e até entdo negligenciada para mensurar,

quantitativamente, a resposta das espécies em diferentes niveis organizacionais.
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CONCLUSAO

e Este trabalho apresenta o primeiro relato dos constituintes volateis de Piper
richardiifolium, sendo possivel observar uma consideravel diferenca das substincias
presentes em seus OEs quando comparado com outras espécies do clado
Macrostachys. Estes dados podem contribuir para analises quimiotaxondmicas desta
espécie com outras morfologicamente semelhantes, do mesmo clado, além de fornecer
dados estaticos para possiveis comparagdes geograficas de composi¢do quimica;

e As diferentes elevacdes dos locais de coleta ndo influenciaram na composi¢ao quimica
de P. richardiifolium (1.000 — 1.600 m), portanto, ha de se considerar uma
homogeneidade na composi¢do quimica, exceto para PR3 e PR4, que sdo possiveis
candidatos a quimiotipos;

e Os indices de quimiodiversidade o demonstraram homogeneidade dos espécimes
avaliados nas caracteristicas de dominancia e diversidade ao longo das diferentes
elevacaos, evidenciando uma possivel homeostase quimica. Esses parametros sdao de
grande relevancia para futuros estudos ecologicos, no sentido de compreender o
comportamento ¢ as dinamicas biossintéticas das espécies associadas ao processo de
aclimatacdo em diferentes escalas de tempo e espaco;

e Os indices de quimiodiversidade f demonstraram baixa similaridade quimica dos
espécimes, apesar de haver um agrupamento dos individuos avaliados na ACP com
base nos seus constituintes quimicos. , evidenciando que as substincias
minoritarias tem um grande impacto na determinagdo de similaridade de espécimes e
que, a esse conjunto de dados, analises de apronfudamento do metabolismo dos alvos
estudados sdo imprescindiveis para se obter uma resposta mais consistente;

¢ O indice de Ramos&Moreira demonstrou que os espécimes em elevagdes mais baixas
possuem maior variabilidade redox, enquanto hd aparente estabilidade nas elevagdes
mais altas. As duas amostras que se apresentaram consideravelmente reduzidas,
provavelmente estdo associadas a resposta de fatores abioticos especificos restrito
aquela determinada regido geografica, assim como do numero de substancias que os
espécimes sdo capazes de produzir. Foi possivel observar uma possivel relacdo do
numero de substancias na mistura com o equilibrio REDOX das espécies, levando a
concepe¢do que substancias minoritarias tem um impacto consideravel no manejo das

formas oxidativas e radicalares no metabolismo vegetal;
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Nesta Dissertacdo foi desenvolvido o Coeficiente de Diversificagdo de Esqueleto
(Cpe), um novo indice micromolecular com potencial de ser utilizado em estudos
quimico-ecolégicos estaticos e temporais. O Cpg demonstrou ter potencial para avaliar
a dindmica metabolica de espécimes em escalas espaciais e temporais, demonstrando
como desvios de rotas biossintéticas podem favorecer um processo de aclimatacao.
Nesta perspectiva, mais estudos utilizando este indice sao importantes para validar sua

aplicabilidade ecologica no estudo do metabolismo das espécies.
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