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Resumo

FONSECA, Cristine da. Fenologia e caracterizacéo fitoquimica do 6leo essencial
de Tagetes minuta L. (Asteraceae). 2018. 113f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) — Programa de Pds-Graduacédo em Sistemas de Producéo Agricola
Familiar, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2018.

As agriculturas de base ecoldgica tém como pressupostos o conhecimento, o uso e a
preservacdo da biodiversidade local. O Brasil € um pais formado por seis Biomas
distintos e detentor de ampla biodiversidade e, assim, é fundamental considerar a
influéncia dos fatores ambientais na composi¢ao fitoquimica dos éleos essenciais.
Ndo s6 como um apelo comercial, mas também como uma estratégia de
sustentabilidade dos agroecossistemas, o cultivo de plantas aromaticas para extracédo
de 6leo essencial ou uso como técnicas de manejo em sistemas de producao de base
ecolégica constitui importante estratégia para o desenvolvimento rural sustentavel.
Neste sentido, o estudo objetivou caracterizar as fases fenoldgicas de Tagetes minuta
L., conforme a época de plantio, correlacionando os fatores edafoclimaticos ao
desenvolvimento e composicéo fitoquimica do 6leo essencial da espécie. Para tanto,
a pesquisa foi realizada em duas etapas distintas, a primeira referiu-se a
bioprospeccéo de populacées de Tagetes minuta L. em dez municipios da regido sul
do Rio Grande do Sul, onde o método utilizado para extracdo do 6leo essencial foi a
destilacdo agua-vapor. A segunda etapa tratou da instalacdo, conducédo e avaliacao
do experimento realizado na Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental
Cascata, Pelotas, RS (31°37°15” S; 52°31’24” O; 180 m a.n.m.). O plantio foi realizado
em quatro épocas distintas para determinacéo das fases fenolégicas da espécie e a
extracao do 6leo essencial realizada pelo método de hidrodestilacao. O 6leo essencial
oriundo de plantas coletadas e cultivadas caracterizou-se pela presenca dos
compostos  majoritarios  cis-tagetona  (37,47%), cis-B-ocimeno  (35,76%),
dihidrotagetona (14,19%), trans-tagetona (3,24%) e limoneno (3,16%). O ciclo de
desenvolvimento da época 2 foi 29 dias mais curto que a época 1. As duas primeiras
épocas de plantio 20 de dezembro e 18 de janeiro alcancaram o estadio de
desenvolvimento reprodutivo no mesmo periodo. Considerando o alto rendimento de
Oleo essencial e o tempo de duracdo do ciclo, a melhor época para o cultivo de
Tagetes minuta L. foi 18 de janeiro.

Palavras-chave: chinchilho; bioprospeccéao; fitotecnia; cultivo.



Abstract

FONSECA, Cristine da. Fenologia e caracterizacao fitoquimica do 6leo essencial
de Tagetes minuta L. (Asteraceae). 2018. 113f. Dissertacao (Mestrado em
Agronomia) — Programa de Pds-Graduacdo em Sistemas de Producdo Agricola
Familiar, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2018.

Ecological-based farms have as their presuppositions the knowledge, use and
preservation of local biodiversity. Brazil is a country made up of six distinct Biomes and
has a wide biodiversity and, therefore, it is fundamental to consider the influence of
environmental factors on the phytochemical composition of essential oils. Not only as
a commercial appeal but also as a sustainability strategy for agroecosystems, the
cultivation of aromatic plants for extraction of essential oil or use as management
techniques in ecologically based production systems is an important strategy for
sustainable rural development. In this sense, the study aimed to characterize the
phenological phases of Tagetes minuta L., according to the planting season,
correlating the edaphoclimatic factors to the development and phytochemical
composition of the essential oil of the species. In order to do so, the research was
carried out in two distinct stages, the first one referring to the bioprospection of Tagetes
minuta L. populations in ten municipalities in the southern region of Rio Grande do Sul,
where the method used to extract the essential oil was distillation water vapor. The
second stage dealt with the installation, conduction and evaluation of the experiment
performed at Embrapa Temperate Climate, Cascata Experimental Station, Pelotas, RS
(31°37'15"S, 52 ° 31'24" W, 180 m a.m.). The planting was carried out in four distinct
seasons to determine the phenological phases of the species and the extraction of
essential oil by the hydrodistillation method. The essential oil from the collected and
cultivated plants was characterized by the presence of cis-tagetone (37.47%), cis-p-
ocimene (35.76%), dihydrotagetone (14.19%), trans-tagetone (3.24%) and limonene
(3.16%). The development cycle of season 2 was 29 days shorter than season 1. The
first two planting seasons December 20 and January 18 reached the stage of
reproductive development in the same period. Considering the high yield of essential
oil and the duration of the cycle, the best time for the cultivation of Tagetes minuta L.
was January 18.

Key words: cinchilho, bioprospecting; plant breeding; cultivation.
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1 Introducéo

Conhecer o potencial de espécies adaptadas ao ambiente é extremamente
relevante para a conservacdo da biodiversidade, desenvolvimento de produtos
naturais e valorizacdo do conhecimento tradicional. O movimento em defesa da
biodiversidade de espécies vegetais ainda é inexpressivo quando comparado a
visibilidade das acfes realizadas em defesa da preservagao da biodiversidade animal
(SANTILLI, 2009). O despertar para a importancia da preservacao da biodiversidade
vegetal pode ser estimulado pelo conhecimento das funcdes ecoldgicas e
potencialidades de cada espécie. Nesse sentido, é relevante considerar a
necessidade de pesquisas que envolvam aspectos relacionados a
sociobiodiversidade que se expressa em cada Bioma.

O modelo agricola vigente no Brasil, estabelecido a partir da “Revolugao
Verde”, constitui-se de uma estrutura incapaz de compreender a biodiversidade e a
variabilidade genética das espécies vegetais. Neste contexto, o destaque dado pela
pesquisa as commaodities e a biotecnologia leva ao desconhecimento do potencial
agrondmico e da fenologia de muitas espécies espontaneas, as quais guardam
infinitas possibilidades de uso dentro dos agroecossistemas. Com base na Convencao
de Diversidade Biolégica (CDB), segundo Nodari e Guerra (2015), a
agrobiodiversidade representa uma gama praticamente inesgotavel de combinacdes
entre seus quatro niveis de complexidade: diversidade dentro de espécies,
diversidade entre espécies, diversidade entre ecossistemas e diversidade
etnocultural.

A evolucdo da espécie humana se deu, em grande parte, pelo acimulo de
saberes intuitivo ou conhecimentos praticos. Nessa trajetdéria da humanidade, foi
ocorrendo um processo seletivo de saberes, os quais foram gerados a partir da
relacdo entre a espécie humana e a natureza, e que sao repassados de uma geragao
para outra (SILVA; NETO, 2015).

De acordo com Bevilagua et al. (2008), o processo de modernizacao da
agricultura causou mudancga significativa na pratica dos agricultores. Assim, a

recuperacédo do patrimonio cultural diz respeito a propria preservacéo da
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biodiversidade existente no planeta e a coevolugéo de sistemas agricolas. Ainda que
nesse trabalho os autores tenham como base o resgate e a conservacao das
sementes crioulas, € possivel estabelecer uma relacdo com outras praticas realizadas
por agricultores, como uso das plantas bioativas no manejo da propriedade, assim
como para fins medicinais, os quais possuem uma forte identidade com o espago onde
vivem e com seu modo de vida. A utilizacdo das plantas bioativas em determinadas
praticas agricolas faz com que se tornem fundamentais nos sistemas de producao
agroecologicos, os quais podem proporcionar beneficios aos cultivos (GARCIA et al.,
2010).

E no contexto da agricultura familiar de base ecoldgica que este trabalho se
insere, partindo do pressuposto de que a valorizacdo e manutencéo do saber popular
sado fundamentais para a conservacgao dos ecossistemas (SANTILLI, 2009). Assim, a
abordagem recorrente sobre sustentabilidade est4 diretamente relacionada aos
problemas ambientais e também as condicbes necessarias para a manutencdo da
vida do ser humano no planeta em longo prazo.

No ambito da politica global, este tema volta a pauta em 2015, com a
elaboracao do acordo de cooperacéo realizado entre diversos paises e a Organizacao
das Nacdes Unidas (ONU). Quando estes se tornam signatarios da Agenda 2030 para
o Desenvolvimento Sustentavel, a fim de trabalhar os 17 objetivos estabelecidos no
plano de acéo, os quais visam alavancar o desenvolvimento sustentavel e estabelecer
a paz entre as nacdes (ONU, 2015). Dentre os itens do plano de acdo, destaca-se
aqui o objetivo nimero 15, o qual busca chamar a atencdo para a necessidade de
“Proteger, recuperar e promover o uso sustentavel dos ecossistemas terrestres, gerir
de forma sustentavel as florestas, combater a desertificacdo, deter e reverter a
degradacédo da terra e deter a perda de biodiversidade”.

Tagetes minuta L. (Asteraceae) € um exemplo dessas espécies que compde a
biodiversidade em diversos ecossistemas e que sao preteridas em pesquisas
cientificas na area agrondbmica. Ja a atividade do O6leo essencial vem sendo
amplamente pesquisada em diversos campos da quimica de produtos naturais,
devido as suas propriedades bioativas como acdo antimicrobiana (ALI et al., 2014),
cosmética (CORNELIUS; WYCLIFFE, 2016), aditivo antioxidante natural,
desenvolvimento de drogas antitumorais e bactericidas (SHIRAZI, 2014), no controle
de nematoides (CERRUTI, 2010), uso de extratos botanicos no manejo de afideos

em hortalicas (LOVATTO, 2012), manejo de Ascia monuste orseis (Lepiddptera:
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Pieridae) em cultivos organicos de brassicas (SIGNORINI, 2015). Nos Andes, é
utilizada na alimentacdo e em diversas regides do mundo é utilizada como planta
medicinal no alivio de dores de cabeca, resfriados, entre outros sintomas (LORENZI;
MATOS, 2008).

Estes exemplos contextualizam as potencialidades e possibilidades de uso da
agrobiodiversidade, como subsidio para superar o modelo agricola vigente e reduzir
0 impacto ambiental decorrente de praticas da agricultura moderna, considerando o
ambiente como um sistema, e a paisagem como o resultado da interacao entre o
potencial ecoldgico, a exploracéo bioldgica e a acdo antrépica (BERTRAND, 2004).
Na busca por métodos eficientes de manejo dos componentes dos agroecosistemas,
0 Oleo essencial extraido das plantas bioativas como Tagetes minuta L constitui mais
um recurso potencial para o manejo nos sistemas de producdo. Nas ultimas décadas,
os Oleos essenciais de plantas aromaticas tém sido de grande interesse como fontes
de produtos naturais bioativos (ALI et al., 2014).

Assim, parte-se do pressuposto (hip6tese) que T. minuta, por ser uma espécie
de ocorréncia espontanea, pode apresentar alta variacdo na composicado quimica do
Oleo essencial. Para manter a expressdo do conjunto de principios ativos conhecidos
e desejados em uma espécie € necessario conhecer a fenologia e o modo como esta
espécie responde aos fatores abioticos.

Segundo Wood e Burley (1991), a fenologia é o estudo do comportamento dos
vegetais se relacionando com o seu ambiente, e considera a importancia dos padrées
estacionais de floracao, frutificacéo e queda de folhas para entender o funcionamento
dos ecossistemas naturais. O conhecimento da fenologia de uma espécie pode ser
utilizado no planejamento e definicdo da época de semeadura, época de aplicacdo de
insumos, realizacéo de tratamentos fitossanitarios, determinagéo da época de colheita
(GADIOLI et al., 2000). A ampla variabilidade genética e fenotipica de uma espécie
espontanea, ou seja, que nNao passou por processos de melhoramento genético e
biotecnologia, ndo impede que sejam realizadas inferéncias sobre o0 seu crescimento
e desenvolvimento.

A determinacdo dos estadios fenoldgicos das plantas aromaticas € de
fundamental importancia para obtencdo da composicdo quimica desejada e
consequente eficiéncia da agéo biolégica dos 6leos essenciais. Também sdo usados
como parametro para praticas agricolas, agrometeorologia e seguro agricola, entre

outras finalidades.
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Assim, os objetivos deste trabalho consistem em avaliar a composi¢céo
fitoquimica de populacdes espontaneas e identificar as fases fenoldgicas de Tagetes
minuta L. conforme a época de plantio, correlacionando os fatores edafoclimaticos ao

desenvolvimento e a composicao fitoquimica do dleo essencial da espécie.



2 Revisado de Literatura

2.1 O modelo “agricola agroindustrial” e a reducdo da biodiversidade

Aos poucos, as sociedades de cacadores-coletores se transformaram em
sociedades de agricultores. De uma pratica de coleta de graos espontaneamente
gerados pela natureza, principalmente os cereais, as sociedades humanas passaram
a selecionar os graos de algumas espécies e a cultiva-los e reproduzi-los em
condicdes artificialmente criadas pela humanidade. As espécies eram selecionadas
para usos alimenticios, medicinais e religiosos (SANTILLI, 2009).

Atualmente, o modelo de agricultura que sustenta grande parte da inddstria
guimica vem sendo questionado devido ao uso de produtos quimicos sintéticos, os
quais sao liberados no ambiente com o objetivo de controlar o desenvolvimento das
culturas para obtencdo da maxima produtividade. Este modelo, além de manter o
agricultor dependente de insumos produzidos pela indlstria agroquimica, oferece
riscos de contaminagcdo ao ambiente, implica na perda da biodiversidade,
contaminagdo dos recursos naturais, promove o desmatamento, a simplificacdo da
alimentacao, assim como expdem a riscos de intoxicagdo humanos e organismos nao-
alvos (BOYER et al., 2012). Este modelo de agricultura, baseado na utilizacado de
adubos quimicos de alta solubilidade e agrotoxicos, conduziu a instabilidade dos
agroecossistemas, favorecendo que populacdes de insetos, plantas e micro-
organismos assumissem o status de “pragas” (LOVATTO, 2012).

A perda de populacdes com caracteristicas genéticas especificas € hoje,
provavelmente, um quadro irreversivel (SEBBENN; ETTORI, 2001). Segundo a ONU,
em um século de globalizacdo, a diversidade de espécies e plantas utilizadas para
alimentagao e outros usos decresceu de 100 mil para 30 mil s6 no continente asiatico
(FAO, 2012). Inumeras formas de uso podem advir de espécies que ainda ndo foram
domesticadas, possibilitando a diversificagdo da alimentacao, o uso das plantas para
fins medicinais, o desenvolvimento de bioinsumos para uso no processo de transi¢ao

agroecoldgica, entre outros.
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Desta maneira, substancias de origem natural que oferecem baixo impacto
ambiental sdo fundamentais no manejo integrado de insetos durante o processo de
transicdo para a agricultura de base ecolégica (VIEGAS, 2003). Os 6leos essenciais,
produtos resultantes do metabolismo secundario dos vegetais, sdo exemplos de
substancias naturais que podem ser empregados em diversas areas. Embora muitos
dados cientificos afirmem que o metabolismo secundario ndo desempenha um papel
crucial para o crescimento, desenvolvimento e reproducdo das células vivas, ele é
fundamental na producéo de compostos que conferem defesa e protecdo as plantas
contra danos ecolégicos (SAMUNI-BLANK et al., 2012).

Considerando que as propriedades repelentes dos 6leos essenciais estao
associadas a presenca de monoterpenos e sesquiterpenos (JAENSON et al., 2005) e
que o 6leo essencial de T. minuta € rico em monoterpenos (KUMAR et al., 2014),
espera-se que o resultado deste trabalho corrobore para o desenvolvimento de
bioinsumos e autonomia dos agricultores familiares que buscam fazer a transicao do

modelo de agricultura convencional para a agricultura de base ecoldgica.

2.2 Importancia dos recursos vegetais localmente disponiveis

na perspectiva Agroecologica

Um dos primeiros impulsos no sentido de desenvolver um sistema agricola
sustentavel ocorreu em 1924, na Alemanha, quando Rudolf Steiner, junto com um
grupo de agricultores, lanca os Fundamentos da Agricultura Biodindmica. A
Agricultura Biodinamica utiliza preparados elaborados a partir de plantas bioativas?,
esterco e silicio (quartzo), os quais sado enterrados no solo e submetidos as influéncias
da Terra e de seus ritmos anuais (ASSOCIACAO BIODINAMICA, 2018). Assim, a
agricultura biodinamica consiste na arte de cuidar da terra, onde cada agricultor
precisa desenvolver a sua percepc¢ao e sensibilidade abrangentes, para poder adaptar

as praticas agricolas as condi¢cdes de cada ambiente e entender o dinamismo de sua

1 plantas que possuem alguma ac&o sobre outros seres vivos e cujo efeito pode se manifestar tanto
pela sua presengca em um ambiente quanto pelo uso direto de substancias delas extraidas, desde que
mediante uma inten¢é@o ou consciéncia humana deste efeito. Dentro deste conceito, enquadram-se as
plantas medicinais, arométicas, condimentares, inseticidas, repelentes, toxicas e, inclusive, as de
cunho mistico religioso (REUNIAO TECNICA ESTADUAL SOBRE PLANTAS BIOATIVAS (5a), 2010).
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unidade de producao, concebida como um organismo (BAPTISTA, 2000). O sistema
proposto por Steiner provocou a evolugdo da agricultura orgénica na Europa
(LOCKERETZ, 2007).

No Brasil, 0 agrobnomo e ambientalista José Lutzemberguer, depois de trabalhar
durante varios anos em uma das maiores empresas de agroquimicos a época, em
1970 pede demissao, retorna ao Brasil e d& inicio a pratica e promocéo da agricultura
ecologica. Desde entdo, o numero de propriedades, a extenséo da area de cultivo, a
guantidade de financiamento em pesquisa e 0 tamanho do mercado de alimentos
orgéanicos tém aumentado constantemente (WILLER; LERNOUD, 2015).

A crescente demanda da sociedade por alimentos livres de agrotoxicos
estimula a realizacdo do processo de transicdo, de uma agricultura que degrada e que
€ altamente dependente de insumos externos, para sistemas de producédo de base
ecoldgica.

Segundo Caporal e Costabeber (2004), a expressao “agriculturas de base
ecologica” tem a intencdo de distinguir os estilos de agricultura resultantes da
aplicacao dos principios e conceitos da Agroecologia, tanto do modelo de agricultura
convencional, como também de agriculturas cuja tendéncia, marcadamente
ecotecnocratica, tem sido a incorporacdo parcial de elementos de carater
ambientalista ou conservacionista nas praticas agricolas convencionais, 0 que se
constitui como uma va tentativa de restaurar o modelo da Revolucdo Verde, sem,
porém, qualgquer proposito de alterar fundamentalmente as bases que até agora lhe
deram sustentacéao.

A agroecologia pode ser descrita como uma ciéncia emergente que estuda os
agroecossistemas, integrando conhecimentos de agronomia, ecologia, economia e
sociologia (ALTIERI, 1989). A agroecologia pressupde, ainda, uma visdo holistica dos
agroecossistemas que considera as especificidades de cada ambiente no manejo dos
recursos naturais de forma a responder as aspiracbes e necessidades dos
agricultores. Tragcando um paralelo com o modelo de agricultura predominante,
verifica-se que a busca da sustentabilidade do sistema requer um processo de
mudancas profundas. Segundo Gliessman (2005), nesse processo de transicao se
distinguem trés etapas internas ao sistema produtivo agricola. A primeira se refere a
reducédo do uso de insumos externos, caros, escassos e impactantes ambientalmente,
maximizando a eficiéncia das praticas convencionais. Na segunda etapa ocorreria a

substituicdo de insumos quimico-sintéticos por insumos organicos e praticas
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alternativas. E, na terceira, seriam redesenhados os sistemas produtivos, de acordo
com um novo conjunto de processos ecologicos.

Formas alternativas ao controle quimico sdo conhecidas, porém pouco
estudadas. A urina de vaca, por exemplo, além de melhorar a fertilidade dos solos
agindo como fertilizante, fornece nutrientes e substancias benéficas as plantas, como
os fendis que aumentam a resisténcia das plantas (GADELHA; CELESTINO, 2012).
A calda de cinzas e cal também é elaborada com insumos acessiveis aos agricultores,
e que pode ser utilizado no manejo de insetos, com acao para o0 manejo de lagartas,
vaquinhas e pulgdes. Além disso, a calda pode ser usada para a nutricao das plantas,
pois possui nutrientes importantes como célcio, potassio e magnésio (LEITE et al.,
2016). O controle bioldgico, baseado no principio da densidade reciproca, é um
componente importante no equilibrio dos agroecossistemas.

Diversas substancias podem ser extraidas em extratos facilmente preparados
na propriedade rural, como por exemplo, o extrato de alho (Allium sativum) e cebola
(Allium cepa), que apresentam em sua composi¢ao substancias como o enxofre, que
podem ser utilizadas no manejo de pragas e de doencas foliares (LEITE et al., 2016).
Segundo Sousa et al. (2012) sdo também utilizados como matéria prima nas
preparacdes dos extratos, plantas espontaneas como o (meldo-de-sdo-caetano) ou
cultivadas (nim, manjericdo, pimenta, alho, cebola e a arruda). Outros exemplos da
aplicacao de produtos naturais na agricultura envolvem o uso de esterco, p6 de rocha,
hamus liquido, entre outros materiais que favorecem a reposi¢cao de nutrientes do
solo. Dessa forma, a agricultura de base ecoldgica consiste em um conjunto de
principios e préticas aplicaveis aos sistemas agropecuarios sustentaveis.

Um dos pilares da agricultura de base ecoldgica € uso dos recursos disponiveis
localmente, reduzindo a pressdo sobre fontes de energias ndo renovaveis. Neste
sentido, as populacdes tradicionais, pela vivéncia intima com a natureza, acumulam o
conhecimento impar sobre a biodiversidade local e as interagdes que acontecem no
ambiente, onde o enfoque sobre a natureza se da como fonte de condicdo de
subsisténcia (SILVA; FERNANDES, 2013).

Na natureza ocorrem interacdes que podem ser negativas, positivas ou neutras.
Baseadas no principio da alelopatia, a qual € conceituada como a influéncia de um
individuo sobre o outro, seja prejudicando ou favorecendo o segundo, e sugere que 0
efeito é realizado por biomoléculas denominadas aleloquimicos, produzidas por uma

planta e lancadas no ambiente, seja na fase aquosa do solo ou substrato, seja por
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substancias gasosas volatilizadas no ar que cerca os vegetais (RIZVI et al., 1992;
FERREIRA; AQUILA, 2000).

2.2.1 Etnoconhecimento sobre plantas bioativas: medicina popular e

aproveitamento nos agroecossistemas

A evolucdo da espécie humana tem sido possivel, inicialmente, devido ao
acumulo de saberes intuitivo ou conhecimentos praticos, o que possibilita nossa
existéncia até os dias de hoje (SILVA; NETO, 2015). Na busca por recursos para
melhorar a sua condicdo de vida, a relacdo da humanidade com a natureza evoluiu
aumentando, assim, as chances de sobrevivéncia ao longo do tempo (LORENZI;
MATTOS, 2008). Essa relacédo, que perpassa desde a obtencdo da alimentacgéao,
abrigo, vestuario, até a obtencao de ferramentas e transporte, forjou o que atualmente
denominamos de conhecimento popular. Esses saberes praticos acumulados vieram
das pessoas mais observadoras das relagcbes com a natureza, que foram
selecionando aquele tipo de saber que era Gtil & sua sobrevivéncia (SILVA; NETO,
2015).

No Brasil, as interacdes culturais entre indios, africanos e europeus, permitiu a
disseminacdo da sabedoria herdada em relacdo ao uso e ao cultivo de diversas
espécies vegetais (ALMASSY, 2004; LIPORACCI; SIMAO, 2013). Ainda que as
diferengas regionais imprimam caracteristicas especificas a cada comunidade,
habitos comuns marcam ainda hoje as praticas realizadas em povoados do meio rural
(ARRUDA, 1999).

Desde os mais remotos tempos, as plantas vém sendo empregadas com fins
terapéuticos, em perfumarias, como condimentos, no controle de vetores de zoonoses
e em rituais religiosos. Registros das civilizagées mais antigas indicam que o uso de
plantas vem sendo uma das préaticas mais antigas utilizadas pela humanidade para
cura, prevencao e tratamento de doencas, servindo como importante fonte de
compostos biologicamente ativos (ANDRADE et al., 2007). Na China, h& registros do
uso de plantas medicinais que datam de 2.838-2.698 a.c (SIMOES et al., 2001; VALE,
2002).
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Em um contexto onde o uso das plantas estd associado a cultura local,
inUmeras possibilidades podem advir do conhecimento das plantas bioativas. Em
estudo realizado no Territorio Zona Sul do Rio Grande do Sul, com vistas a identificar
tecnologias geradas a partir da observacao da natureza, a espécie T. minuta foi citada
por informantes-chave como um recurso com potencial para prevencéo e controle de
doencas e insetos em cultivos de importancia econdomica (LOVATTO, 2012). Nesse
sentido, a agroecologia reconhece a legitimidade dos conhecimentos e técnicas
desenvolvidas pelos agricultores e 0s seus processos de inovacdes para a agricultura
(ALTIERI; TOLEDO, 2011).

Pelos motivos supracitados, torna-se imperativo a valorizagdo do conhecimento
popular e o resgate de praticas agricolas mais sustentaveis. As interacdes observadas
pelos agricultores no ambiente podem estar relacionadas a reacdes anabolicas e
catabdlicas que ocorrem no metabolismo das plantas e que dao origem a variados
compostos quimicos. Embora os compostos sintetizados no metabolismo secundario
nao aparentam ter funcéo especifica no crescimento e desenvolvimento das células
vegetais, tais compostos garantem vantagens para a sobrevivéncia e a perpetuacao
das espécies no ecossistema (SIMOES; SPITZER, 2000). Os produtos do
metabolismo secundéario, como, por exemplo, os Oleos essenciais, apresentam
funcdes ecolbgicas importantes nos vegetais, como atrativos para polinizadores e
dispersores de sementes, atuam na competicdo entre plantas e na simbiose entre
plantas e microrganismos, na protecdo contra a perda de agua e aumento da
temperatura, além de protegerem as plantas contra herbivoros e infec¢bes de
microrganismos patogénicos (SIMOES; SPITZER, 2000; TAIZ; ZIEGER, 2009).

Oleos essenciais, também conhecidos como esséncia natural ou 6leos etéreos,
sdo compostos aromaticos, volateis que podem ser extraidos de partes especificas
como raizes, caules, folhas, flores ou da planta inteira. Além da genética das plantas,
alguns fatores podem afetar a composicdo quimica dos Oleos essenciais. Os
estimulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra, podem redirecionar
a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes compostos (MORAIS,
2009). Dentre estes fatores, podem-se ressaltar as interacbes planta-micro-
organismos, planta-insetos e planta-planta; idade e estadio de desenvolvimento,
fatores abidticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo, época e

horério de coleta, bem como técnicas de colheita e pés—colheita (MORAIS, 2009).
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O universo das plantas bioativas é muito maior quando se considera sua origem
biolégica e a variabilidade genética de cada espécie. A esta variabilidade devem
somar-se fatores ecologicos, culturais, metodologicos, agricolas e industriais,
concernentes a qualquer intencédo de querer estimar em um numero a quantidade de
plantas bioativas (STEFFENS, 2010). Porém, com a intensificacdo da explora¢cédo do
ecossistema, muitas espécies sofrem drastica redugdo no numero e tamanho das
populacdes, o que pode levar a reducdo de genes adaptados a ambientes especificos
de colonizacédo das espécies e a reducéo continua no tamanho de muitas populacgdes,
submetendo-as a constantes perdas de variabilidade genética por deriva genética
(SEBBENN; ETTORI, 2001). Assim, além de afetar o potencial evolutivo das espécies,

pode acarretar a extingdo de quimiotipos especificos associados a elas.

2.2.2 Plantas bioativas e agricultura familiar

Diversos fatores favorecem o uso e a producdo das plantas bioativas na
agricultura familiar. Por ser a prépria familia a realizar o trabalho e a gestao da unidade
de producédo, o uso das plantas bioativas se mantém amparado no conhecimento
acumulado ao longo do tempo pelos antecessores, o qual é herdado pelas geracdes
seguintes. Essa heranca conjunta, do conhecimento da biodiversidade e da
propriedade da Terra, sdo fatores que favorecem o uso e a conservacao das espécies
presentes naquele ambiente.

Assim, o0 uso sustentavel da biodiversidade passa pelo reconhecimento e
fortalecimento da agricultura familiar. No passado, antes das facilidades para
aquisicdo de insumos industrializados para o controle fitossanitario, os agricultores
utilizavam produtos obtidos nas proximidades de suas propriedades ou mesmo dentro
delas (MORAIS, 2011). Segundo Lovatto (2012), € pertinente que as técnicas
envolvendo a utilizagdo de plantas bioativas sejam resgatadas dentro do contexto
local, a fim de que este conhecimento possa ser incorporado e perpetuado junto as
geracoes futuras.

A Lavandula sp, por exemplo, ainda no século XII foi identificada como uma
espécie com potencial para uso no controle de pulgas e piolhos (LAWS, 2013). Outra

espécie amplamente utilizada pela populacéo brasileira devido a acéo anti-helmintica
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€ 0 Chenopodium ambrosioides L., conhecido popularmente por erva-de-santa-maria,
tem como caracteristica a producao de 6leo essencial. Além do potencial medicinal,
estudos dao conta de que a erva-de-santa-maria inibe o crescimento de fungos
(JARAMILLO et al., 2012; LORENZI; MATTOS, 2008).

As plantas bioativas também exercem papel importante no equilibrio do
agroecossistema, podendo atrair insetos benéficos para os cultivos, fatores que
favorecem a multifuncionalidade dentro da unidade de producao agricola (LORENZI;
MATTOS, 2008; LOVATTO, 2012). No que se refere a aplicacdo das plantas bioativas
para o0 manejo de insetos, Garcia (2003) citam que as principais vantagens do uso de
plantas inseticidas e repelentes consistem em menor probabilidade de insetos
resistentes devido a ocorréncia de mais de um principio ativo, menor toxidade a
mamiferos, compatibilidade com outros métodos de controle, disponibilidade de
matéria-prima e rapida biodegradacéo.

Além das possibilidades de uso na propriedade rural, as plantas bioativas
podem ser comercializadas, atendendo a demanda do mercado de chas e
condimentos. O Brasil, nas ultimas décadas, avancou bastante em termos de politicas
publicas que estimulam o uso e producao de fitoterapicos na rede publica de saude.
A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, publicada em 2006, tem
como principios norteadores o uso sustentavel da biodiversidade, fortalecimento da
agricultura familiar, geracdo de emprego e renda, entre outros. E busca ainda
minimizar a dependéncia tecnoldgica em relacdo a outros paises.

O uso racional das plantas medicinais, com base nos conhecimentos popular e
cientifico, no &mbito do Sistema Unico de Salde é respaldado pela Portaria MS/GM
n°® 886/2010, que institui a Farmacia Viva como uma nova opcao terapéutica dentro
do servico de atencdo priméaria a saude. Dentro desse processo de valorizacdo da
biodiversidade e busca da promocéao da saude e autonomia, a ANVISA, em 2016, com
o objetivo de orientar a prescri¢cao de plantas medicinais e fitoterapicos na rede publica
de saude, publicou o Memento Fitoterapico da Farmacopeia Brasileira, documento
que pode ajudar na conduta terapéutica do profissional prescritor. A¢cdes dessa
natureza, que visam regulamentar o uso das plantas medicinais com base em
evidéncias cientificas, aléem de estimular o uso de fitoterapicos, podem estimular a

diversificacdo das propriedades e da renda das familias no meio rural.
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2.2.3 Aplicabilidade do 6leo essencial na Agricultura Familiar

Oleos essenciais sdo produzidos a partir da destilacdo a vapor de plantas
aromaticas, os quais sdo utilizados pela populagédo principalmente como recursos
terapéuticos no cuidado com a saude. As atividades terapéuticas dos 6leos essenciais
sdo muito variadas. Tratamentos realizados por meio do uso de 6leos essenciais,
como por exemplo, a aromaterapia, podem promover o bem-estar fisico, psicolégico
e emocional (SACCO et al., 2015). Além do uso na area da saude humana e animal,
0s 6leos essenciais podem ser empregados no manejo de sistemas de producéo de
base ecoldgica, em substituicdo aos insumos quimicos sintéticos, principalmente na
etapa de pds-colheita (SIVAKUMAR; BAUTISTA-BANOS, 2014).

Na agricultura, os Oleos essenciais tém a vantagem da seletividade com
diferentes sitios de agéo e baixa toxicidade para os mamiferos (GAKUBBI et al., 2016).
Assim, é pouco provavel que apareca o desenvolvimento de resisténcia em insetos,
necessitando o acumulo de uma populacdo muito grande ao longo de um vasto
periodo de tempo (NENAAH, IBRAHIM, AL-ASSIUTY, 2015; GAKUBBI et al., 2016).
Segundo Gakubbi et al. (2016), a biossintese de 6leos essenciais € verificada em mais
de 3000 espécies de plantas e compreende mais de 60 familias botanicas. A acdo
rapida dos Oleos essenciais contra insetos € indicativo de um modo de acao
neurotoxico, e ha evidéncias de interferéncia em neuromodulador e canais de cloreto
controlados pelo receptor GABA (KOSTYUKOVSKY et al., 2002; ISMAN, 2006).

Embora muitos estudos comprovem a atividade biolégica dos 6leos essenciais
no controle de patdgenos e insetos que causam dano as culturas ainda no campo, a
ampla maioria dos estudos publicados refere-se a experimentos realizados em
laboratério (WANZALA, 2009; IRERI et al., 2010; ALl et al., 2014). Para que os 6leos
essenciais mantenham a atividade biolégica ao serem aplicados na areas de cultivo,
€ preciso associa-los a técnicas e métodos que previnam a oxidacdo e a perda das
substancias volateis. A vida Gtil do extrato da planta é limitada pela exposi¢do ao
oxigénio, umidade e luminosidade (HEINRICH et al., 2007). Assim, a viabilidade
maior do emprego dos 6leos essenciais na area agricola, esta relacionada ao uso das
plantas na forma fresca, seca ou como bordadura de outras culturas, mantendo assim

a autonomia dos agricultores e agricultoras.
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Com relacéo ao uso veterinario, estudos indicam que o 6leo essencial de T.
minuta a 20% apresenta alta eficiéncia como repelente de carrapatos (NCHU et al.,
2012; ANDREOTTI et al., 2013). Em estudo realizado por Andreotti et al. (2013), o
Oleo essencial de T. minuta na concentracdo de 20%, aplicado longitudinalmente no
dorso de bezerros da raca Holandesa, demonstrou atividade acaricida contra as
larvas, ninfa e carrapato adulto. Os autores afirmam ainda que os beneficios do uso
do éleo essencial de T. minuta como parte do manejo integrado inclui a redugéo do
uso de acaricidas quimicos, prolongando a vida Gtil dos acaricidas, atrasando o inicio
da resisténcia, reduzindo a incidéncia de doencas transmitidas por R. microplus e
diminuicao dos custos de producao.

Dentro deste contexto, os multiplos usos das plantas, seja ha forma de extrato,
Oleo essencial ou a planta in natura, representam recurso de alta relevancia para o
manejo eficiente dos agroecossistemas. Contribuem ainda para romper com a
dependéncia dos agricultores em relagdo ao mercado de insumos e,
consequentemente, para o estabelecimento de formas mais sustentaveis de producao
agricola, que favorecam a incluséo social e o desempenho econémico e ambiental da
agricultura familiar. Ainda estimula a producao de alimentos saudaveis por meio do
baixo uso de insumos e da conservacdo e regeneracdo da agrobiodiversidade
(ALTIERI; TOLEDO, 2011).

2.3 Origem, taxonomia, morfologia e ambiente

Tagetes minuta L. € uma planta anual, da familia Asteraceae, amplamente
distribuida e adaptada a regido sul do Rio Grande do Sul. E uma espécie naturalizada
e ndo endémica do pais. Sua distribuicdo geografica no Brasil abrange as regides
Norte (Pard), Nordeste (Bahia, Pernambuco), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sao Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) (REFLORA,
2018). A espécie é originalmente nativa da América do Sul, atualmente distribuida
desde o sudeste dos Estados Unidos até a Patagonia. E considerada uma espécie
adventicia na Africa, Asia, Australia e Europa (FLORA ARGENTINA, 2018).
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A espécie se reproduz por sementes e ocorre espontaneamente em areas de
plantio anual, perene e em beira de estradas. Apresentam 0,4-2m de altura, erecta,
ginomondica, raiz pivotante, muito ramificada, caule cilindrico, estriado, esverdeado a
amarronzado. As folhas sé@o simples, profundamente imparipinatissectas, sésseis,
contorno eliptico, base decurrente, margem serreada, verde-escuras, glabras ou
glabrescentes, glandulas oleiferas translicidas por toda a margem. T. minuta exala
forte cheiro no ambiente e uma das caracteristicas do 0leo essencial extraido desta
espécie é a presenca de monoterpenos, apresentando grandes possibilidades
quimicas e biologicas.

Sabe-se que muitos compostos quimicos naturais resultantes do metabolismo
secundario das plantas podem ser alterados devido aos fatores ecoldgicos. Segundo
Singh et al. (2003), as temperaturas médias de 12 a 30°C sédo desejaveis para a
producdo de 6leo essencial de Tagetes minuta L. de alta qualidade durante a fase
reprodutiva da safra. Os autores afirmam ainda que a espécie prefere solos levemente
acidos, com pH entre 5,5 a 7,0. Contudo, para utilizar os 6leos essenciais no manejo
dos componentes do agroecossistema, estimulando um padrdo de producéo
sustentavel, é preciso, entre outros fatores, o conhecimento das exigéncias

bioclimaticas do espécime em questao.

2.3.1 Tagetes minuta L.: espécie de multiplo propdésito

Tagetes minuta L. é utilizada como condimento no Chile e na Argentina. E
popular em pratos de arroz e como aromatizante em ensopados. O 6leo essencial €
usado em perfumes e como componente de sabor na maioria dos principais produtos
alimenticios, incluindo refrigerantes, bebidas alcoodlicas, sobremesas lacteas
congeladas, doces, panificados, gelatinas, pudins e como condimento
(MESHKATALSADAT et al., 2010; GAKUUBI et al., 2016).

Sao amplas as possibilidades de utilizagdo de T. minuta em sistemas de
producédo de base ecoldgica. A bioatividade do 6leo essencial de T. minuta pulverizado
sobre a parte aérea da batata, cultivada em casa de vegetacdo em Pelotas-RS, foi
verificada pela avaliagdo dos caracteres agronémicos dos tubérculos, demonstrando

eficiéncia como supressor da acédo de Diabrotica speciosa (TRECHA et al., 2015). A
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floragéo ocorre principalmente no final do verdo, contribuindo para a atragao de
insetos polinizadores, como, por exemplo, as abelhas (KRUG, 2007).

Segundo Kyarimpa et al. (2014), no Quénia T. minuta € tradicionalmente usada
por agricultores no armazenamento de sementes. Estudo realizado por estes
pesquisadores, visando o controle de Anopheles gambiae, indica que o 6leo essencial
de T. minuta é um potente inseticida natural.

Ao avaliar o consumo de D. speciosa alimentando-se de halos de folhas de
batata tratados com diferentes concentracées do 6leo de T. minuta em laboratorio,
Trecha (2018) verificou reducao de consumo alimentar do inseto nas concentragdes
de 0,25, 0,20 e 0,15% em teste sem chance de escolha, enquanto em teste com
chance de escolha, além das concentracbes mencionadas, também foi reduzido o
consumo para a concentragdo do 6leo de T. minuta a 1,0 e 0,50%. Tais resultados
reforcam o potencial da biodiversidade nos agroecossistemas, demonstrando a
relevancia da espécie para o0 manejo eficiente nos sistemas de producéo agricola.

2.3.2 Efeitos bioldgicos e diversidade de aplicacfes

Segundo Wanzala (2009), no Quénia a infusdo de T. minuta é usada para o
tratamento de mordidas de cobras em comunidades rurais, ja a parte aérea da planta
€ utilizada para protecao contra picadas de mosquito nas tribos do oeste do Quénia e
seu perfume (6leo essencial) usado como agente carrapaticida na inddstria pecuaria.
Este mesmo autor relata ainda que o 6leo essencial pode ser utilizado para proteger
graos no armazenamento devido a acdo de controle no desenvolvimento de fungos e
insetos.

E semeada em sistemas de cultivo aravel para manter a populacio de
nematodides do solo sob controle e, muitas vezes, é cultivada ao lado de espécies
alimenticias valorizadas como tomate, berinjela, pimenta, tabaco e plantas de batata
para aumentar sua producdo (WANZALA; OGOMA, 2013).

Quanto a sua utilizacdo empirica, € atribuido a planta o efeito de repeléncia
contra mosquitos (SEYOUM et al., 2002), pulgas e piolhos em estabulos, galinheiros
e residéncias e efeito fitoprotetor para o manejo de insetos e doencas em hortalicas

(LOVATTO, 2012). Ainda pode atuar como atraente de insetos benéficos para os
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cultivos agricolas (LORENZI; MATOS, 2008), caracteristicas que, reunidas,
favorecem a multifuncionalidade da planta dentro dos sistemas de producao agricola
familiar, contribuindo para a sua sustentabilidade (LOVATTO, 2012).

O po de folhas secas de T. minuta, utilizado como cobertura para suprimir o
crescimento de duas ervas daninhas de arroz, Echinochloa crus-galli e Cyperus
rotundus, aumentou o rendimento do arroz (SINGH et al., 2003). No entanto, devido
aos exudatos das raizes de T. minuta que sé&o liberados no solo, tiofenos
antibacterianos, esta espécie nao deve ser plantada préximo de plantas leguminosas
fixadoras de nitrogénio, cuja atividade bacteriana aumenta a fertilidade do solo, caso
contrario a produtividade da agricultura podera ser reduzida por afetar bactérias Uteis
(WANJALA; WANZALA, 2016).

Em decorréncia da conscientizacao dos problemas causados pelos agrotoxicos
no ambiente, h4 uma tendéncia mundial em explorar novas alternativas de controle,
dando-se prioridade a utilizacdo de substancias naturais, biologicamente ativas,
contra os diferentes patdogenos (MORAIS, 2011).

Segundo Wanjala e Wanzala (2016), a indudstria quimica possui grande
interesse pelo 6leo essencial desta espécie, devido as multiplas possibilidades de
usos, relacionados a composi¢do quimica e a atividade bioativa, em diversas areas
do mercado, sendo: trans-tagetona para o mercado de perfumaria e repelente de
acaros em bovino, dihidrotagetona para industria alimenticia e perfumaria e cis-
tagetona para uso farmacéutico (tratamento de feridas, infec¢des da pele, picadas de
abelhas, verrugas, céancer, repelente de mosquito).

Segundo dados da monografia da espécie (MINISTERIO DA SAUDE, 2015),
foram encontrados no banco de dados do INPI trés depésitos de patentes para T.
minuta, sendo dois referentes ao uso medicinal humano dos seus extratos.

O o6leo essencial da espécie é relatado pela literatura, sendo obtido tanto das
folhas, flores e caules, ora com os érgdos reunidos, ora obtidos separadamente de
cada parte da planta, quer seja antes ou durante floracdo, quer seja da planta fresca
ou seca (BRASIL, 2015) Quanto as caracteristicas organolépticas, o 6leo essencial
obtido das partes aéreas floridas tem um odor caracteristico descrito como doce-
azedo, frutado, floral, semelhante a salvia, mel, com notas ligeiramente de eucalipto e
frutas podres (BRASIL, 2015).
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2.3.3 Oleo essencial: efeito dos fatores ambientais sobre a composicéo

A composicao dos metabdlitos secundarios nas plantas é resultado do balanco
entre a sua formacao e a transformacéo decorrentes principalmente de trés fatores:
genéticos, ambientais e das técnicas de cultivo (CASTRO et al., 2002). Os metabdlitos
secundarios tém origem no processo de conversdo da energia luminosa em energia
quimica, permitindo que a planta responda aos diferentes fatores ambientais, quer
fisicos ou biologicos, através das relacdes com diferentes organismos, atraindo-0s ou
repelindo-os, sustentando-os ou destruindo-os (CASTRO et al., 2005; MARASCHIN;
VEPOORTE, 1999; ALMEIDA, 2017).

Os fatores temperatura e luminosidade sédo extremamente relevantes no
processo de fotossintese, ja que a interacdo destes garante o ambiente necessario
para realizacdo dos processos fisiologicos (SOUZA et al.,, 2008). Os diferentes
processos bioquimicos que ocorrem na planta sdo de extraordinaria complexidade,
€SSes processos constituem, em conjunto, 0 metabolismo vegetal (ALMEIDA; 2017).

A qualidade do 6leo essencial pode ser afetada por diversos fatores, pré e pés-
colheita, com diferente e variavel grau de importancia determinam o valor do produto
final. Outro aspecto que pode influenciar o padrédo do 6leo essencial de uma espécie
refere-se a ocorréncia de quimiotipos, isto é, de grupos quimicamente distintos dentro
de uma espécie, que se caracterizam por serem fenotipicamente semelhantes, mas
diferem nos seus constituintes quimicos (FIGUEIREDO; BARROSO; PEDRO, 2014).



3 Material e métodos

3.1 Bioprospeccéo de populacdes espontaneas de Tagetes minuta L.

A é&rea de abrangéncia da pesquisa se insere no dominio geomorfolégico de
trés macrozonas do Bioma Pampa, no estado do Rio Grande do Sul: Depressao
Central, Escudo Sul-Rio-grandense e Planicie Costeira. O clima dessa regido
caracteriza-se por ser subtropical umido ou temperado, de chuvas bem distribuidas e
verdes quentes, sendo classificado por Képpen (1948), como tipo Cfa. Apresentam
um relevo suave ondulado a forte ondulado, contendo o argissolo como a principal
classe de solo da regido (KER et al., 1986; EMBRAPA, 2006).

A bioprospeccéo de populagdes de T. minuta consistiu na coleta de material
vegetal, entre cinco e vinte quilos de planta, para extracdo do 6éleo essencial, a qual
foi realizada no periodo de 28 de abril a 15 de junho de 2016. Na Tabela 1 sdo
apresentadas as informacgfes referentes as datas, local e horario de coleta das
populacdes de T. minuta. A escolha dos locais para coleta das populacdes de T.
minuta, ocorreu por indicacdo de terceiros e teve como critério o volume de material
necessario para realizacéo da extracao do 6leo essencial de acordo com a capacidade
do destilador, qual seja, vinte quilos de planta. O estadio de desenvolvimento utilizado
como parametro para realizacdo das coletas foi a floracdo das plantas. Por meio de
avaliacdo visual no momento da coleta, foi possivel observar que as caracteristicas
fenotipicas das populaces de T. minuta prospectadas na regido sul do Rio Grande

do Sul apresentam variagdes.
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Tabela 1 - Municipios das coletas, com as respectivas altitudes (m), coordenadas geogréficas, data e
hora da coleta e nimeros de registro da amostra. Embrapa Clima Temperado, Estacao Experimental

Cascata. Pelotas, RS, Maio/2016.

Data Municipio Cadigo Coordenadas Hora da coleta
28/04/2016 Rio Grande RGDE 32°00'11.6" S, 52°18'07,4" O 11h
09/05/2016 Dom Pedrito DPTO 31°08'26,7" S, 54°11'28,1" O 14h
09/05/2016 Cerrito CRTO 31°44'00,5" S, 52°48'39,7" O 16h
11/05/2016 Cangugu CGCuU 31°20'27,5" S, 52°50'43,7" O 15h30
01/06/2016 Pelotas PLTS 31°37'12,4" S, 52°31'16,5" O 9h
07/06/2016 Morro Redondo MRED 31°33'55,3" S, 52°38'38,8" O 14h30
08/06/2016 Sé&o Lourenco do Sul SLS-1 31°10'25,2" S, 52°24'15,6" O 10h
08/06/2016 Sé&o Lourenco do Sul SLS-2 31°11'03,0" S, 52°23'57,7" O 11h
08/06/2016 Turugu TRCU 31°24'24,5" S, 53°46'16,9" O 15h
15/06/2016 Candiota CAN-1 31°34'40,5" S, 53°46'16,9" O 13h
15/06/2016 Pinheiro Machado PMAC 31°35'05,2" S,53°23'48,6" O 14h
15/06/2016 Candiota CAN-2 31°32'57,2" S,53°45'01,5" O 11h
16/06/2016 Sao Lourengo do Sul SLS-3 31°16'00,1" S,52°09'56,4" O 14h

3.1.1 Inferéncia climatica dos locais de coleta

Como nao ha informacfes meteoroldgicas nos exatos locais de coleta, foram
realizadas inferéncias a partir das estagdes climatoldgicas mais préximas. Assim, para
a caracterizagao climéatica no momento da coleta das plantas das popula¢des DPTO,
CAN-1, CAN-2 e PMAC foram utilizadas informac¢@es disponiveis no Banco de Dados
Meteorologicos para Ensino e Pesquisa (BDMEP) da estacdo meteoroldgica
convencional localizada em Bagé, RS (codigo OMM 83980), 31°19’ S, 54°06’ O,
242,31 m de altitude. Para os demais locais de coleta, foram utilizados os dados
disponibilizados pela Estacdo Meteorologica Automatica, localizada na sede da
Embrapa Clima Temperado, em Pelotas, RS, situada em 31°41’ S, 52°26° O e 57 m
de altitude. Foram usados os registros diarios médios ou acumulados apenas dos
dados equivalentes presentes e equivalentes nas duas esta¢fes: temperatura média
do ar (°C), temperatura maxima do ar (°C), umidade relativa média do ar (%),
precipitacdo pluviométrica acumulada (mm) e velocidade média do ar (m s). Para
caracterizar o momento da coleta, foram usados os dados do dia da coleta (+1D) e os
dados médios ou acumulados dos dois dias anteriores, acrescidos do dia da coleta
(+3D). No Anexo A sao apresentados os dados meteorologicos utilizados para inferir

o0 ambiente das populagbes espontaneas coletadas.
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3.1.2 Analise de solo dos locais de coleta

Apés a coleta das plantas, procedeu-se a coleta de uma amostra composta de
solo na profundidade 0 a 20 cm. As amostras foram acondicionadas em sacos de
plastico e encaminhadas ao laboratério de solos da Faculdade de Agronomia Eliseu

Maciel, onde foi realizada a analise quimica de rotina (Anexo B).

3.1.3 Extracéo do 6leo essencial e procedimento analitico

As plantas coletadas foram transportadas até a unidade da Embrapa Clima
Temperado, Estacdo Experimental Cascata, onde procedeu-se a preparacdo do
material para extracdo do 6leo essencial. Para tanto, caule e ramos maiores foram
retirados e descartados, sendo levados ao destilador apenas as partes da planta em

que h& maior concentracdo de 6leo, as quais sao: flores, folhas e ramos menores.

3.1.3.1 Método de extracédo

A extracdo do 6leo essencial foi realizada pelo método de destilagdo agua-
vapor em equipamento semi-industrial de inox da marca Linax, com capacidade para
20 kg de plantas. Neste método, semelhante ao método de arraste a vapor, o material
vegetal e a 4gua para a geracao de vapor compartilham o mesmo espaco, porém sem
entrarem em contato. A agua, no fundo do tanque de inox, € aquecida por um
gueimador a gas de alta pressdo e é vaporizada. O vapor ascende a camada de
material vegetal, arrastando 6leo essencial que carrega os componentes volateis até
o condensador. Nesse ponto, o vapor é resfriado, retornando ao estado liquido,
quando entdo ocorre a separacao da agua e do 0leo essencial.

Sao apresentadas na Figura 1 as imagens do equipamento utilizado e do

material vegetal preparado para a extracao do 6leo essencial.



Figura 1 - [A] Destilador inox semi-industrial com capacidade para 20 kg de plantas. [B] Flores, folhas
e pequenos ramos de Tagetes minuta L. prontos para proceder a destilagdo. Embrapa Clima
Temperado, Estagdo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2016/2017.

Para extracao do 0leo essencial manteve-se como parametro para a conclusao
do processo o tempo de duas horas a partir do inicio da condensacdo. Apds cada
extracao, procedeu-se a higienizacao do destilador, a fim de evitar a contaminacgéo
cruzada das amostras coletadas. O 6leo essencial obtido foi submetido a aplicacdo
de forca centrifuga a 2500 RPM por cinco minutos. Uma aliquota de 2 mL foi reservada
em tubo vial, identificada e armazenada em freezer até ser encaminhada para analise

fitoquimica.

3.1.3.2 Andlise cromatografica

A analise fitoquimica do 6leo essencial foi realizada no Laboratoério de Quimica
de Produtos Naturais, na Embrapa Agroindustria Tropicais. A identificacdo dos
constituintes do oOleo foi realizada em um instrumento CG-EM Agilent 7890B
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GC/5977A MSD, com impacto de elétrons a 70 eV, modo de injecdo com divisdo de
fluxo 1:30, gas carreador com fluxo 1,50 mLmint, temperatura do injetor 250°C,
temperatura da linha de transferéncia 250°C.

A programacéao do forno cromatografico seguiu em temperatura inicial de 70°C
com rampa de aguecimento de 4°Cmint até 180°C por 27,5 min, continuada por
rampa de aquecimento de 10°Cmin! até 250°C, ao término da corrida (34,5min).

A identificacdo dos compostos foi realizada pela analise dos padrbes de
fragmentacao exibidos nos espectros de massas com aqueles presentes na base de
dados fornecidos pelo equipamento (NIST verséo 2.0- 287.324 compostos), bem
como através da comparacdo dos seus indices de retencdo com os de compostos
conhecidos, obtidos por injecdo de uma mistura de padrées e de dados da literatura
(ADAMS, 1995). A quantificacao foi feita através da normalizacdo das areas relativas
dos picos, obtidos por cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de ionizacao
de chamas (CG-DIC). O equipamento utilizado foi Shimadzu modelo CG-2010 Plus,
coluna VF-5MS metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym, Varian), modo de
injecdo com divisdo de fluxo 1:30, gas carreador nitrogénio com fluxo 1,00 mL.min?,
temperatura do injetor 250°C, temperatura do detector de 280°C. A programacao do
forno cromatografico: temperatura inicial de 70°C com rampa de aquecimento de
4°C.mint até 180°C por 27,5 min, seguida por rampa de aquecimento de 10°C.min!
até 250°C, ao término da corrida (34,5min). A identificacdo dos compostos foi
realizada por meio da determinacdo dos seus indices de reten¢do atraves da injecao

de uma mistura de uma série homéloga de alcanos C7-Caso.

3.1.3.3 Procedimento estatistico

As populacdes de T. minuta foram comparadas quanto a similaridade da
composicdo quimica do seu Oleo essencial através da técnica multivariada conhecida
como escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDS). Para tanto, os dados
foram analisados no aplicativo Winkyst do software CANOCO 4.5, usando como indice
de similaridade a distancia de Bray-Curtis. O arquivo especifico gerado nesse
procedimento foi entdo rodado no software CANOCO 4.5 e posteriormente no

aplicativo CanoDraw 4.14 para geragdo dos graficos. De forma auxiliar a analise
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NMDS, foram também gerados graficos do tipo Cluster (agrupamento) e a matriz de
correlacdo utilizando o software Past® 3.13 (Anexo C).

A analise dos componentes principais (ACP) também foi realizada através do
software CANOCO 4.5. Nesse procedimento foram utilizadas como variaveis resposta
apenas 0s compostos majoritarios o 6leo essencial com percentual superior a 1%.

Para identificar as variaveis ambientais associadas as variacfes fitoquimicas
das amostras, foi procedida a analise candnica de redundancia (ACR). Os dados da
analise de solo de cada local de coleta foram utilizados como variaveis explicativas e
a data de coleta (dia juliano) como co-variavel. Foram excluidas da andlise as
variaveis explicativas que apresentavam multicolinearidade, com VIF >20 (Variance
Inflation Factor). A significancia de cada variavel foi dada pelo Teste de Permutacéo
de Monte Carlo. As variaveis incluidas na andlise final foram aquelas que

apresentaram maior grau de explicacdo para as variaveis resposta.

3.2 Andlise fitotécnica de cultivo de Tagetes minuta L.

3.2.1 Preparo da area e préticas de cultivo

Essa etapa da pesquisa trata da avaliacao de um cultivo experimental realizado
na Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS
(31°37°15”S; 52°31°24” O, 180m de altitude) durante o periodo de outubro de 2016 a
junho de 2017. Onde procedeu-se o plantio de uma das populacdes prospectadas,
correspondente a populacdo do municipio de Pinheiro Machado (PMAC), em seis
épocas distintas, para determinagcdo das fases fenologicas de T. minuta, rendimento
e andlise da composicao do 6leo essencial extraido por hidrodestilacao.

Para a realizagédo do experimento, foram utilizadas as sementes da populagao
de T. minuta coletadas no municipio de Pinheiro Machado, RS (PMAC), por ser a que
produziu a maior quantidade de sementes maduras e que soltaram das flores durante

a preparacéo para destilacao.
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3.2.2 Producéo de mudas e transplante

A producdo das mudas foi realizada em ambiente protegido, sobre uma
bancada de tela galvanizada. Foram utilizadas bandejas de 128 células e substrato a
base de humus de minhoca e casca de arroz carbonizada, na proporgcéo 2:1 (V:V).
Foram realizadas seis semeaduras, em intervalos aproximados de 45 dias, sendo a
primeira em 31 de novembro de 2016 e a ultima em 22 de marco de 2017. Apés a
germinacao, procedeu-se o raleio mantendo uma plantula por célula. Para a producdo
das mudas utilizou-se irrigagdo manual por asperséo.

Na Figura 2 é possivel visualizar através de imagem as mudas produzidas em
bandeja e posteriormente plantadas na area experimental. O transplantio das mudas
foi realizado apos o pleno estabelecimento das mesmas nas bandejas, tendo sido
utilizado como parametro a altura de aproximadamente 10 cm medidos da superficie
do substrato até o apice das plantas. O espacamento adotado neste experimento para
instalacdo do cultivo de T. minuta das mudas foi de 0,20 m entre plantas e 0,25 m

entre linhas.

Figura 2 — [A] Mudas de T. minuta em bandeja de poliestireno expandido. [B] Transplantio das mudas
a campo. Embrapa Clima Temperado, Estacao Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2016/2017.
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3.2.3 Préticas de cultivo

O preparo do solo foi realizado com uma grade de discos em toda a area do
experimento. N&o foi realizada nenhuma corre¢éo ou fertilizacdo na area de cultivo. A
area foi dividida em quatro blocos homogéneos, mantendo um metro entre 0s
tratamentos, cada unidade experimental com 2,52 m2, o que corresponde a 60,48
m2de area Util e 194,05 m2 a area total. Apés o preparo da area, procedeu-se o
primeiro transplantio correspondente a época 1 (E1). Os demais transplantios foram
realizados a cada 45 dias, correspondendo as demais épocas.

Na sequéncia da implantacdo do experimento Figura 3, fez-se necessario a
realizacdo de capina manual previamente a introducéo das demais épocas. A irrigacao
por aspersao foi realizada somente até o estabelecimento das plantas no campo, em
geral na primeira semana ap0s o transplantio.

A ocorréncia de altas temperaturas no més de dezembro, associado a baixa
umidade do ar, resultou em um clima desfavoravel ao pegamento das mudas da E1,
sendo necessario o replantio de algumas mudas. Nao foi realizado nenhum manejo
fitossanitario para controle de insetos e doengas durante o ciclo de cultivo. As colheitas
foram realizadas semanalmente, sendo que das épocas E1 e E2 foram realizadas seis

colheitas, E3, cinco colheitas e E4 apenas uma colheita.

Figura 3 — Plantio de T. minuta em diferentes épocas. Embrapa Clima Temperado, Estagdo
Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2016/2017.
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3.2.3 Monitoramento de variaveis agrometeorologicas

Foi utilizado um sistema de aquisicdo automatico de dados tipo datalogger,
marca Campbell, modelo CR800. Os sensores instalados coletaram informacdes da
temperatura média, madxima e minima do ar (°C) e umidade relativa maxima e minima
do ar (%) (CS215Temperature & Relative Humidity Sensor), temperatura média,
maxima e minima do solo (°C) (T109 Temperature Probe) e radiacao
fotossinteticamente ativa (Licor LI190SB Quantum Sensor) instalado 1,2 m acima do
solo, tanto densidade de fluxo média, maxima e minima (umol s* m2) guanto fluxo
total (mmol m?). Os dados de fluxo total foram posteriormente convertidos para MJ m-
2, utilizando 4,57 como fator de converséo. O intervalo de leitura foi programado para
a cada 60 segundos e o armazenamento a cada 60 minutos, totalizando 24
observacbes por dia. A partir desses dados horarios foram calculados os valores
diarios médios ou acumulados.

Os dados diarios de nebulosidade (escala de 0 a 10) foram obtidos nos boletins
mensais da Estacdo Agroclimatolégica de Pelotas, localizada em 31°48'07” S,
52°24’25” O e 13,24 m de altitude, distante cerca de 23 km (distancia geodésica) da
Estacdo Experimental Cascata - EEC. Os dados de precipitacédo pluviométrica foram
obtidos do Posto Agrometeoroldgico, localizado na EEC, 31°37°16” S, 52°31'30” O,
160 m de altitude, por meio do Laboratério de Agrometeorologia da Embrapa Clima
Temperado. Para calcular os graus-dia em cada época de cultivo foi utilizada a

seguinte equacao:

GD (Tming, > 10°C) = Y™, (Tmédgiq — Thyp)

Quando a temperatura minima diaria do ar era superior a 10°C e a equagao

n < (Tméxdia - Tb1o)2 )

GD (Tming; 10°C) = )=
(Tming;, < ) =112 % (Tmaxyi, — Tming;,)

Quando a temperatura minima diaria do ar era inferior a 10°C.
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Como temperatura base para T. minuta, foi utilizado o valor médio de 10°C.
Esse valor médio € corroborado pelo trabalho de Fagundes et al. (2010), que
calcularam a temperatura-base para os subperiodos de transplante-botes florais
visiveis e de botdes florais visiveis-capitulos senescentes em 13°C e 7°C,
respectivamente, para a espécie Aspilia montevidensis (Spreng.) (Asteraceae).

Os dados diarios foram agrupados em decéndios para melhor visualizagcédo
grafica das tendéncias climaticas. No Anexo D sdo apresentados os valores

decendiais das variaveis do clima ao longo do cultivo de T. minuta.

3.2.4 AvaliacOes fitotécnicas

Para realizar uma descricdo padronizada dos estadios de desenvolvimento de
T. minuta de acordo com suas caracteristicas fenoldgicas foi utilizada como referéncia
a escala estendida BBCH-Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt and Chemical
industry, sistema empregado para uniformizar a codificagdo de identificagédo
fenoldgica dos estadios de crescimento para todas as espécies de plantas, tanto mono
quanto dicotiledéneas (HACK et al., 1992).

3.2.4.1 Massa seca e particao da biomassa

O crescimento das plantas foi determinado ao longo do ciclo de cultivo, através
da quantificacdo da producdo acumulada da massa seca (MS) da parte aérea das
plantas. Considerando a maturagéo indeterminada das flores da familia Asteraceae,
foi realizada avaliacdo da floragdo por amostragem em dezesseis plantas por
tratamento a cada dois dias, para identificar o inicio da formagéo de sementes. Para
tanto, as hastes florais foram ensacadas e movimentadas buscando a liberacdo de
sementes, nesse procedimento foi utilizado um saco transparente de 50L. Apos
identificar o estadio de desenvolvimento estabelecido como critério, as colheitas foram
realizadas semanalmente, com inicio em 04 de maio e término em 07 de junho de

2017, correspondendo a 6 semanas de avaliagcdo. Na primeira semana procedeu-se
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a colheita das épocas 1 e 2, na segunda semana foram colhidas as épocas 1, 2 e 3,
até a sexta semana quando foram realizadas além destas, a colheita da época 4. O
namero de plantas colhidas ao longo das semanas para avaliacdo foram 8, 12, 20, 21,
26 e 50, respectivamente. Apds a colheita procedeu-se o fracionamento das partes
das plantas em caule, flores, folhas e ramos. A massa da matéria fresca foi obtida
atraves da pesagem do material em balanca analitica de precisdo. Para a
determinacdo da massa da matéria seca, as plantas foram colocadas em sacos de
papel, identificadas e levadas a estufa de secagem e ventilacdo forcada, com
temperatura de 105°C por 72h e, apds esse periodo, 0s sacos de papel foram retirados
da estufa e realizou-se uma nova pesagem, determinando pela diferenca de peso do

material fresco e seco, a massa da matéria seca.

3.2.4.2 Area foliar e indice de area foliar (IAF)

A medicao da area foliar foi realizada nos dias em que houve colheita de plantas
para extracao do 6leo essencial. Foram avaliadas ao longo do periodo de colheita um
total de 37 plantas da época 1, 36 da época 2, 46 plantas da época 3 e 18 plantas da
época 4. As medicdes de area foliar foram realizadas no equipamento LI-COR LI-
3100C. e, considerando que cada planta ocupava 0,05 m2, foi estimado o indice de

area foliar IAF para 1 m2.

3.2.4.3 Extracao de Gleo essencial

A extracdo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestilacdo em aparelho de
Clevenger modificado em balbes de 5 L. O tempo de hidrodestilacdo foi de 2 horas a
partir do inicio da condensacé&o, momento no qual ja ndo se verificava o aumento do
volume de 0leo essencial. Foram utilizados 300g de massa fresca das folhas e flores
e 2L de agua destilada em cada baldo, para cada tratamento, mantendo a proporgéo

de flores e folhas verificada na amostra coletada. Ao final de cada etapa, o 6leo



44

essencial correspondente a cada época de plantio foi coletado com uma pipeta e
armazenado em frascos de vidros de 2 mL a temperatura -4°C, protegidos da luz.

3.2.4.4 Rendimento e produtividade de 6leo essencial

A determinacdo do rendimento do 6leo essencial (%) foi obtida a partir da
relacdo do volume de 6leo extraido (mL) pela massa (g) de flores e folhas colocadas
no baldo. A produtividade (kg ha?) foi estabelecida a partir da relacdo entre o
rendimento de 6leo essencial e a producdo de massa fresca de T. minuta em um

hectare.

3.2.5 Caracterizacdo cromatografica de 6leo essencial

O procedimento metodoldgico analitico para a caracterizagdo fitoquimica do
Oleo essencial realizada nesta etapa da pesquisa foi 0 mesmo descrito no item 3.1.3.2.

3.2.6 Delineamento experimental e procedimento estatistico

O delineamento adotado foi blocos casualizados (DBC), com quatro
tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos consistiram das quatro épocas de
transplante. Para cada época de transplante uma data de colheita esta relacionada.

Foram realizadas analises de regressao no intuito de estabelecer equacdes de
predicédo para determinados fatores de interesse. Para a predi¢céo da duracgéo do ciclo
de cultivo (transplante-colheita) de Tagetes minuta L. foi utilizado um modelo linear
generalizado (MLG) com distribuicdo Quasi-Poisson e funcao de ligacao identidade.
Para o modelo foram utilizados como preditores o somatério de graus-dia acumulados
entre o transplantio e a colheita (> GDt.c) e o dia Juliano referente a data de

transplantio (DJT), a saber, E1 em 20/dez/2016 é equivalente ao nimero 354 do ano.
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Para as demais épocas de cultivo, foi utilizado o numero 354 acrescido do niumero de
dias acumulados até respectiva data de transplante, sendo E2 em 18/jan/2017
equivalente a 383, E3 em 13/fev/2017 equivalente a 409 e E4 em 7/mar/2017
equivalente a 431.

A predicdo da massa seca total (MST, T ha!) de Tagetes minuta L. foi realizada
através de duas regressoes lineares simples, utilizando na primeira os valores da
massa fresca total (MFT, T ha't) como preditor, e na segunda os valores do dia juliano
do transplante (DJT), sendo 354, 383, 409 e 431 para as épocas E1, E2, E3 e E4
respectivamente.

Para a predicdo tanto do IAF quanto da produtividade de 6leo essencial (T ha
1) foi utilizada uma regresséo linear miltipla, sendo os preditores usados a massa
fresca total (MFT, T hal) e o dia juliano da colheita (DJC), sendo estes 123 (4 de
maio), 130 (11 de maio), 136 (17 de maio), 143 (24 de maio), 150 (31 de maio) e 157
(7 de junho).

As correlacdes existentes entre as respostas fitotécnicas e a composicao
quimica das amostras de 6leo essencial de T. minuta produzido em diferentes épocas
de cultivo foram avaliadas por meio de andlise de componentes principais (ACP) e
analise de canénica de redundancia (ACR), seguindo os procedimentos descritos no
item 3.1.3.1 com uso do software CANOCO 4.5 e, posteriormente, no aplicativo
CanoDraw 4.14 para geracao dos graficos.

Para identificacdo das variaveis ambientais que melhor explicavam as variaveis
respostas massa seca total (MST), massa seca de flores e folhas (MSFLFH),
produtividade de 6leo essencial (OEprod) e indice de area foliar (IAF) de Tagetes
minuta L. cultivada em diferentes épocas de transplante, foi realizada uma anélise
canbnica de redundancia (ACR), utilizando como variaveis ambientais explicativa
radiagdo fotossinteticamente ativa (RFAacum), graus-dia (GDacum), precipitacdo
pluviométrica (PPacum) € nebulosidade (Nmedia). As variaveis foram verificadas quanto
a multicolinearidade considerando o fator de inflagdo da variancia (VIF). Quando
constatada a multicolinearidade (VIF > 20), foi procedida uma nova analise utilizando
forward selection para selecdo das varidveis significativas (p>0,05), que seriam
incluidas no modelo da ACR. No caso especifico, foram utilizadas no modelo final
apenas a RFAacum como variavel explicativa e a duracdo do ciclo de cultivo (ciclo)

como co-variavel.
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A correlagdo entre a composicdo dos compostos majoritarios (>1%) e as
amostras de Oleo essencial obtidas em diferentes datas de colheita foi realizada
mediante a analise de componentes principais (ACP).

Para verificar a significancia (p<0,05) e o efeito das varidveis ambientais
explicativas sobre a composi¢do quimica dos compostos majoritarios (>1%) e sobre o
rendimento de 6leo essencial de Tagetes minuta L. em diferentes datas de colheita foi
realizada uma analise candnica de redundancia (ACR). As variaveis foram verificadas
quanto a multicolinearidade, considerando o fator de inflacdo da variancia (VIF).
Quando constatada a multicolinearidade (VIF > 20), foi procedida uma nova anélise
utilizando forward selection para selecdo das variaveis significativas que seriam
incluidas no modelo da ACR. No caso especifico, foram avaliadas a massa seca total
(MST), massa seca de flores e folhas (MSFLFH), dia juliano da colheita (DJC),
radiacdo fotossinteticamente ativa acumulada nos dias anterior e da colheita
(RFAacum), graus-dia acumulados nos dias anterior e da colheita (GDacum), média da
temperatura média do ar nos dias anterior e da colheita (Tmméd ar) e precipitacdo
pluviométrica acumulada nos dias anterior e da colheita (PPacum), Sendo selecionadas

apenas RFAacum, PPacum € Tmméd ar como variaveis explicativas.



4 Resultados e discussao

4.1 Caracterizacdo fitoquimica do 6leo essencial de populagdes

de Tagetes minuta L.

O resultado da analise cromatogréafica do 6leo essencial de T. minuta identificou
26 compostos, sendo 0s mais expressivos a cis-tagetona (37,47%), cis-B-ocimeno
(35,75%), dihidrotagetona (14,29%), trans-tagetona (3,24%) e limoneno (3,16%),
totalizando 93,91% da constituicdo das amostras (Tabela 2). O 6leo essencial de uma
Unica espécie de planta pode conter entre 20 e 60 compostos em concentracdes
variaveis (GAKKUB et al., 2016). Segundo este mesmo autor, 0os 6leos essenciais, no
entanto, sdo caracterizados por dois ou trés constituintes principais, que estao
presentes em altas concentragdes (20-90%). Embora seja usual a caracterizacéo dos
Oleos essenciais por seus componentes principais, € necessario considerar evidéncias
de que o0s componentes menores desempenham um papel importante na
determinacao das propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais, como as atividades

antimicrobianas através do sinergismo (GAKKUBI et al., 2016).
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Tabela 2 - Composicéo do 6leo essencial de T. minuta das diferentes populagées. Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS,

Maio/2016.
o . Amostras -

Composicao (%) IR RGDE DPTO CRTO CGCU PLTS MRED SLS-1 SLS-2 TRCU CAN-1I PMAC CAN-2 Sis3 _Vedia(erro)
Sabineno 982 0,69 040 031 044 026 020 020 055 024 0,64 0,39 (+0,06)
Mirceno 995 0,08 009 008 008 009 008 009 0,07 006 006 013 0,09 0,09 0,08 (+0,01)
delta-2-careno 1013 031 o041 046 022 033 032 033 048 036 0,35 0,36 (+0,02)
Limoneno 1035 6,04 263 240 345 230 1,75 1,76 4,15 1,75 5,43 3,16 (x0,49)
cis-B-ocimeno 1040 26,19 3581 29,29 33,75 32,32 39,90 33,20 42,71 34,25 34,38 3524 4298 44,77 35,75 (%1,52)
Dihidrotagetona 1055 58,23 25,00 18,87 17,88 5,64 6,10 851 475 735 7,37 10,33 599 9,79 14,29 (x4,04)
NI-1 1098 168 203 243 156 274 269 269 097 236 2,13 2,13 (x0,18)
Linalol 1103 0,27 006 005 008 00 0,06 006 019 0,03 0,04 0,08 (x0,02)
cis-tujeno 1105 0,02 0,06 0,06 0,05 (x0,01)
2E, 4E-octadienol 1117 0,09 0,20 0,07 0,12 (=0,04)
allo-ocimeno 1130 031 043 036 043 038 052 038 065 050 053 041 059 0,59 0,47 (+0,03)
cis-epoxi-ocimeno 1133 0,12 0,34 013 0,07 017 0,10 024 005 008 0,08 044 010 0,07 0,15 (+0,03)
cis-6xido de limoneno 1137 0,19 0,14 082 066 074 088 080 099 097 09 051 082 0,75 0,71 (+0,08)
trans-tagetona 1146 0,44 494 414 435 278 254 365 289 298 300 462 259 315 3,24 (+0,32)
cis-tagetona 1155 11,13 10,77 45,08 31,90 51,55 43,41 4559 40,80 47,56 47,37 40,00 40,70 31,30 37,47(x3,63)
NI-2 1166 041 0,5 0,18 0,127 058 0,12 0,13 0,25 (+0,07)
cis-ocimenona 1233 042 113 015 0,13 0,08 009 0,20 0,22 0,212 0,21 0,12 0,20 0,09 1,00 (x0,86)
car-3-en-2-ona 1242 1,41 10,26 0,27 0,23 0,20 0,19 0,27 0,28 0,28 0,56 0,16 1,27 (x0,89)
NI-3 1264 0,61 003 005 005 098 0,06 0,06 0,23 (x0,14)
silfirpefol-5-eno 1336 0,28 008 0,10 0,11 0,00 0,10 0,212 0,09 0,09 0,10 0,06 0,10 (x0,01)
delta-elemeno 1354 0,27 019 019 024 0,12 013 0,19 0,6 0,22 0,212 0,13 0,09 0,10 0,16 (x0,02)
-cariofileno 1432 0,30 0,10 0,10 0,15 0,24 0,00 0,0 0,09 0,09 0,09 0,13 (x0,02)
o-cariofileno 1466 0,28 008 008 012 0,12 0,08 008 0,09 007 0,09 0,11 (+0,02)
gama-muureno 1493 0,10 0,10 ()
Biciclogermacreno 1510 087 037 040 060 0,13 0,15 0,20 0,33 0,20 0,20 0,14 0,19 0,31 (+0,07)
Espatulenol 1592 0,05 0,07 0,06 (+0,01)

Data da coleta 28/abr 9/mai 9/mai 11/mai 1/jun 7/jun 8/jun 8fjun 8fjun 15/jun 15/jun 15/jun 16/jun
Dia Juliano 118 129 129 131 152 158 159 159 159 166 166 166 167

*IR, indice de retencéo relativo aos n-alcanos C9-C15.
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Em pesquisa realizada no Ird, os principais componentes relatados para T.
minuta foram dihidrotagetona (33,86%), E-ocimeno (19,92%), tagetona (16,15%), cis-
B-ocimeno (7,94%), Z -ocimeno (5,27%), limoneno (3,1%) e epoxiocimeno (2,03%)
(KARIMIAN; KAVOOSI; AMIRGHOFRAN, 2014). J& na Argentina, utilizando como
método de extracdo a hidrodestilacdo, o 6leo da mesma espécie foi caracterizado pela
presenca de dihidrotagetona (10,4%), Cis- e trans-tagetona (53,2% e 3,0%
respectivamente), cis-p-ocimeno (19,9%) e limoneno (2,4%) (LIZARRAGA et al.,
2017). A maior semelhanca na composicdo quimica entre as amostras coletadas no
trabalho em comparacdo com os dados de trabalhos realizados na Argentina em
comparacao aos verificados no Ird, j era esperada, devido aos fatores ambientais
relacionados a localizacédo geogréfica, pois integram a zona temperada sul.

Ainda com relacdo ao resultado da analise cromatografica, é possivel observar
que, considerando o dia Juliano das coletas, ha uma tendéncia de aumento do
composto cis-B-ocimeno e de reducédo de dihidrotagetona no 6leo essencial de T.
minuta (Tabela 2). Tal resultado pode ser explicado pela alteracdo das fenofases, ou
seja, conforme ocorre o desenvolvimento das plantas, ocorre a reducao da proporcao
de folhas em relacao as flores nas plantas, o que explica o0 aumento de um composto
e reducdo de outro. Considerando estudos de Kumar et al. (2012), o qual observou
que a proporcédo de dihidrotagetonas (39,1%) foi maior no 6leo de folhas, enquanto a
presenca de cis-ocimeno (36,5%) e ocimenonas (41,3%) no Oleo de flores de T.
minuta.

Dentre as amostras de Oleo essencial analisadas, a ultima amostra coletada
em 16 de junho, SLS-3, corresponde a maior concentracao dos cis-3-ocimeno. Por
ser uma populacdo de ocorréncia mais tardia, esteve exposta a temperaturas mais
baixas e menor radiacao fotossinteticamente ativa (PAR). Embora estes fatores nao
expliguem a variagcdo na composicdo quimica do Oleo essencial, € importante
considerar essa relagdo, uma vez que influenciam a dinamica do metabolismo da
planta interferindo diretamente na realizacdo da fotossintese.

Segundo Gakuubi et al. (2016), pesquisas realizadas com T. minuta
identificaram diferencas significativas nos perfis quimicos do 6leo essencial. Tais
variacOes foram atribuidas a uma ampla gama de fatores, entre os quais o método de
colheita, a localizacdo geografica da planta, o estadio de desenvolvimento no
momento da colheita, as partes da planta utilizadas na obtencdo do 6leo e as

condi¢bes climaticas sob as quais a planta cresce.
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4.1.1 Analise de similaridade entre as populacdes de Tagetes minuta L.

Na Figura 4 é apresentada a analise de similaridade (NMDS) entre as amostras
de oOleo essencial de T. minuta L. das diferentes popula¢6es coletadas. O baixo valor
do indice stress (standardized residual sum of squares) verificado na analise indica
que ela tem elevada fidelidade e baixa probabilidade de ma interpretacdo da
ordenacdo. No Anexo C estd a matriz de valores do indice de similaridade de Bray-
Curtis e os graficos de cluster.

A composicdo quimica do Oleo essencial das populacbes RGDE e DPTO
destoa das demais amostras (Figura 4 [A]). Diante desta constatacdo, optou-se por
cultivar as sementes recolhidas no preparo do material para extracdo do 6leo
essencial e confeccdo de exsicatas, as quais foram encaminhadas para o Herbario da
Embrapa Clima Temperado (ECT) onde se procedeu a identificacdo botanica e
depdsito do material (Tabela 3). A identificacdo botanica demonstrou que RGDE trata-
se da espécie Tagetes ostenii Hicken (Figura 5 [B]). A espécie habita solos arenosos
e rochosos, diferindo de Tagetes minuta L. (Figura 5 [A]) na biologia vegetal pelo
menor namero de capitulos na inflorescéncia, pelo involucro com cinco ou seis
bracteas, pelo numero de flores e pelas flores femininas distintamente menores
(OLIVEIRA; DEBLE; MARCHIORI, 2005). A identificacdo dessa espécie nesse
trabalho reforca a caracterizacdo do ambiente de ocorréncia de T. ostenii, uma vez
gue o local de coleta desta populacdo corresponde ao municipio de Rio Grande, onde
0s solos sdo classificados como predominantemente arenosos (CUNHA, 1996).
Quanto as amostras DPTO, acredita-se na possibilidade da identificagdo de um
quimiotipo diferente de T. minuta, resultante de variac6es biol6gicas causada pelos
efeitos de diferentes solos, temperatura, condicdes meteorologicas e luz entre outros
fatores (ROHLOFF, 2003). Estudos realizados sobre a composi¢do quimica do 6leo
essencial de T. minuta em diversos locais indicam a existéncia de diferentes
quimiotipos desta espécie (SENATORE et al., 2004; TANKEU et al., 2013).
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Tabela 3 - Informagdes dos espécimes, nimero de tombo das exsicatas no Herbario da Embrapa Clima
Temperado (ECT), identificacdo de nove populacdes de Tagetes e local de coleta.

Cédigo identificador

Espécie

Origem

ECT0005096
ECTO0005097
ECTO0005098
ECTO0005099
ECTO0005100
ECTO0005101
ECT0005102
ECT0005103
ECT0005104

Tagetes ostenii Hicken Rio Grande - RGDE

Tagetes minuta L.
Tagetes minuta L.
Tagetes minuta L.
Tagetes minuta L.
Tagetes minuta L.
Tagetes minuta L.
Tagetes minuta L.
Tagetes minuta L.

Pelotas — PLTS

Morro Redondo - MRED

Séo Lourenco do Sul-SLS 1
Séo Lourenco do Sul — SLS 2
Turugu — TRGU

Candiota— CAN 1

Pinheiro Machado - PMAC
Candiota — CAN 2

Figura 5 —[A] Tagetes minuta L. [B] Tagetes ostenii Hicken. Fonte: Embrapa Clima Temperado, Estacéo
Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2017/2018.

Na Argentina, trés grupos de quimiotipos de 6leo essencial deT. minuta foram

identificados em diferentes locais: quimiotipo 1 com predominio de cis-B-ocimeno,

dihidrotagetona, cis-tagetona, cis- e trans-ocimenona (entre 10 e 20%) e limoneno;

guimiotipo 2 principalmente dihidrotagetona (>50%), mas também com valores

elevados de cis-B-ocimeno e cis-tagetona (entre 15 e 20%) e com baixos valores de

cis- e trans-ocimenona (<5%); e quimiotipo 3 predominando trans-B-ocimeno (cerca
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de 35%) e a-felandreno (cerca de 30%) (GIL; GHERSA,; LEICACH, 2000). Analisando
a composicdo quimica do DPTO, é possivel observar uma grande semelhanca entre
este e a descrigdo do quimiotipo 1, identificado na Argentina.

Com relacdo a analise de similaridade (NMDS) (Figura 4 [B]), para evitar
desvios na analise, foi processada sem as amostras RGDE e DPTO, verificou-se a
formacéo de dois conjuntos distintos.

O primeiro conjunto indica uma forte correlagéo entre a expresséo do composto
cis-tagetona e as amostras PLTS, TRCU, CAN-1 e SLS-1. O outro aponta a correlagéo
de um composto néo identificado (NI1), cis-B-ocimeno e car-3-em-2-ona, com as
populacdes MRED, CAN-2 e SLS-2. A andlise de similaridade entre as 11 populacées
de T. minuta acusa a formacéo de dois padrées, um que agrupa quatro e outro, trés
populacdes, ambos com associagao superior a 94% cada um. A relacdo entre as
demais populacbes e compostos quimicos das amostras de Oleo essencial
apresentam associacao fraca, ndo permitindo a formacdo de agrupamentos. Embora
as subpopulacdes correspondam a mesma espécie, é possivel que apresentem
variacdes na sua constituicdo genética, em funcado de sua adaptacdo a diferentes
ambientes (SEBBENN et al., 1999).

Quanto aos compostos car-3-em-2-ona € cis-ocimenona, estes perdem
importancia no contexto da Figura 4 [B], isto se deve a expressao destes compostos
estarem associados as amostras retiradas da analise.

As amostras PLTS, TRCU, CAN-1, MRED, CAN-2 e SLS-2, as quais
correspondem aos agrupamentos identificados, apresentaram correlacdo negativa
com a trans-tagetona, limoneno e a dihidrotagetona. Os maiores teores de trans-
tagetona e dihidrotagetona foram observados nas amostras CRTO e CGCU. As
amostras SLS-3 e CGCU foram as que apresentaram maior teor de limoneno e CRTO
0 menor teor de cis-3-ocimeno.

Na etapa de prospeccao das populacdes de T. minuta, RGDE e DPTO foram
as primeiras populacdes coletadas, o que corresponde aos dias julianos 118 e 129,
respectivamente. Cabe destacar que, de acordo com a analise de cromatografia
gasosa, 0 composto espatulenol ocorreu somente nestas duas amostras. Estes
compostos sao geralmente sintetizados pelas plantas de acordo com as suas
necessidades especificas, que incluem as condicbes ambientais, as interacdes com

outras plantas e a protecao contra predadores (SAVITHRAMMA et al., 2011).
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4.1.2 Analise de componentes principais das popula¢cdes de Tagetes minuta L.

Na Figura 6 é apresentada a analise de componentes principais (ACP) das

amostras de 0leo essencial de T. minuta L. considerando apenas 0s 0ito compostos

com teor médio acima de 1%.
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Figura 6 — Analise de componentes principais de amostras de 6leo essencial de Tagetes minuta L. de
diferentes populagdes, considerando os compostos com teor >1%. [A] Todas as amostras e compostos
com teor médio > 1% [B] Sem as amostras DPTO e RGDE e sem 0s compostos cis-ocimenona e car-
3-en-2-ona. Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2016/2017.
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Os compostos utilizados na Figura 6 [A] explicaram 79,3% das variacbes
existentes nas amostras coletadas, sendo 58,1% na CP 1 e 21,2% na CP 2. Os
compostos cis-ocimenona e car-3-en-2-ona tiveram correlacdo positiva e fortemente
relacionada com a amostra DPTO. A dihidrotagetona teve correlacdo negativa com a
trans-tagetona, cis-p-ocimeno, limoneno, NI-1 e cis-tagetona, indicando que seu valor
decresce & medida que esses compostos aumentam o seu teor no 6leo essencial.
Contudo, as amostras DPTO e RGDE, pelos motivos citados anteriormente, parecem
distorcer a analise, uma vez que se comportam de forma anémala em relacdo as
demais. Na Figura 6 [B], sem essas amostras e sem 0s compostos diretamente
relacionados a elas, o resultado é bastante diferente. Os compostos explicaram 84,8%
das variacfes entre as amostras, sendo 51,0% na CP 1 e 33,8% na CP 2. Agora é
possivel verificar que a trans-tagetona e a dihidrotagetona se correlacionaram
positivamente entre si e possuem correlacdo negativa com ocis-f-ocimeno e NI-1. Ou
seja, a medida que os teores de um composto aumentam, o do outro diminui. Por sua
vez, o limoneno e a cis-tagetona mostraram correlacdo negativa entre si, sendo esse
altimo composto aparentemente pouco correlacionado com a variacdo dos demais
compostos.

As amostras PLTS, TRCU e CAN-1 tiveram uma maior correlagdo com a cis-
tagetona enquanto MRED, CAN-2 e SLS-2, se correlacionaram melhor com NI-1 e cis-
B-ocimeno. Porém, todas essas seis amostras apresentaram correlacao negativa com
a trans-tagetona e a dihidrotagetona. Os maiores teores de trans-tagetona e
dihidrotagetona foram observados nas amostras CRTO e CGCU. Com relacao ao teor
de limoneno, composto de interesse da industria para elaboracdo de inseticidas
(WANJALA; WANZALA, 2016), CGCU e SLS-3 foram as amostras com maior teor.
Sob a perspectiva da producao de base ecolbgica, estas populacdes que apresentam
maior expressdo do composto limomeno poderiam ser selecionadas para o0 manejo
do sistema de producéo, e utilizadas de forma a favorecer o desenvolvimento das
culturas de interesse econdémico.

Na india, a analise do 6leo essencial da T. minuta apresentou maiores
quantidades de ocimeno (54,97%) e dihidrotagetona (32,58%) (SINGH et al., 2003).
Amostras de Oleo essencial provenientes da regido Centro-Oeste do Brasil,
apresentaram maiores teores de dihidrotagetona (54,21%), limoneno (6,96%),
tagetona (6,73%) e cis-B-Ocimeno (5,11%) (GARCIA et al., 2012).
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7

O limoneno é também utilizado como componente de muitos produtos
alimentares, sabonetes e perfumes por seu sabor e odor de lim&do. Além disso,
também é um ingrediente ativo registrado em diversos produtos utilizados como
inseticidas, repelentes de insetos, repelentes para caes e gatos. Esse composto foi
registrado pela primeira vez como um inseticida nos EUA em 1985 (HEBEISH et al.,
2008).

Para verificar quais variaveis ambientais poderiam explicar as variacdes nos
compostos dos 6leos essenciais entre as amostras, foi realizada a analise canonica
de redundancia (ACR), utilizando indicadores obtidos da andlise do solo de cada local
de coleta das populacdes e a data da coleta como co-varidvel (Figura 7). O
detalhamento da ACR e a tabela completa dos indicadores do solo sdo apresentados
no Anexo E. Apenas os teores de K (p=0,006) e H+AIl (p=0,032) foram variaveis
explicativas significativas e, portanto, incorporadas no modelo com todas as amostras
e compostos com teor > 1% (Figura 7 [A]). A data da coleta utilizada como co-variavel
também foi significativa (p=0,040). A significancia dessa relacéo é dada pelo resultado
do Teste de Permutacdo de Monte Carlo (p=0,0040). Os teores de K e H+Al
explicaram 34,2% da variagdo dos compostos do 6leo essencial das diferentes
populacdes de T. minuta enquanto a data da coleta explicou 41,2%%, totalizando
75,4%.

O teor de K apresentou forte correlagdo positiva com os percentuais de cis-
ocimenona e car-3-en-2-ona ocorridos na amostra DPTO. O potassio (K) € um
nutriente presente nos tecidos das plantas, ndo faz parte dos compostos organicos,
porém interfere em varios processos fisiolégicos tais como: fotossintese, extensao
celular, translocacdo de fotoassimilados para partes em crescimento, ativacao
enzimatica de aproximadamente sessenta enzimas, sintese de amido e de proteinas,
abertura e fechamento dos estdbmatos, resisténcia a doencas e melhor eficiéncia no

uso da agua (CAKMAK, 2005), o que pode estar relacionado a este resultado.
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Figura 7 — Andlise candnica de redundancia (ACR) de amostras de 6leo essencial de Tagetes minuta
L. de diferentes populacdes, considerando os compostos com teor > 1%. [A] Todas as amostras e
compostos com teor médio > 1%. [B] Sem as amostras DPTO e RGDE e sem 0os compostos cis-
ocimenona e car-3-en-2-ona. Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS,
2017/2018. Variaveis explicativas significativas (p<0,05): H+Al, acidez potencial; pH, potencial
hidrogenibnico; K, potassio. Co-variavel: data de coleta (dia juliano).
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Ao analisar os dados sem as duas amostras destoantes e sem 0S coOmpostos
cis-ocimenona e car-3-en-2-ona (Figura 7 [B]), as variaveis ambientais explicativas
com significAncia estatistica passam a ser o H+Al (p=0,020) e o pH (p=0,028), que em
conjunto explicaram 39,2% as variagdes ocorridas na composi¢cdo das amostras.

A data da coleta, usada na analise como co-variavel, também foi significativa
(p=0,0220), porém teve um grau de explicacdo menor (27,0%) do que a verificada
guando foram utilizadas todas as amostras. A significancia da relacao verificada entre
o H+Al, pH e data de coleta com a composicéo do 6leo essencial das amostras é dada
pelo resultado do Teste de Permutacédo de Monte Carlo (p=0,0080).

Sem as amostras DPTO e RGDE, os valores de H+Al foram mais elevados nas
amostras CGCU e SLS-3, que, por sua vez, apresentaram 0s maiores percentuais de
limoneno e do composto NI-1. E possivel perceber também que a H+Al mostrou uma
correlacdo negativa com a cis-tagetona e, consequentemente, com as amostras
CRTO e PLTS, mais ricas nesse composto. Ja o pH apresentou maior valor na
amostra PMAC e uma correlacdo negativa com o composto NI-1. Segundo Wanzala
e Wanjala (2016), T. minuta tolera um pH do solo entre 4,3 e 7,0. Vérias reacdes
enzimaticas, nas plantas aromaticas, sdo necessdrias para a sintese dos
monoterpenos, que sao formados através da rota do acido mevalénico (CROTEAU et
al., 2000). E bastante provavel que com o abaixamento do pH, ou seja, aumento da
concentracao de H+ no meio externo, a eficiéncia da “bomba i6nica” ligada a ATPases
de membrana decresce e a absorcdo passiva de H+ é aumentada (MARSCHNER,
1986). A associacdo apresentada entre o0s elementos quimicos do solo e o
metabolismo primério das plantas pode estar relacionada a enzimas que ativam rotas
metabolicas no metabolismo secundéario de T minuta.

Tanto as variaveis meteoroldgicas, como diferentes tipos de solos, vegetacao,
sdo elementos que imprimem ao ambiente, caracteristicas especificas que levam a
formacédo de nichos ecoldgicos?, onde a relacdo do individuo ou da populacdo com
esses fatores determina a formacao de padrdes fitoquimicos. Assim, a caracterizacao
do perfil fotoquimico através da prospeccédo de populacbes de uma espécie torna-se

extremamente relevante, uma vez que permite qualificar o uso de produtos naturais,

2 Segundo Odum (1998) sobre a dimensao do conceito de nicho ecolégico, este extrapola o0 ambiente
fisico ocupado pelo organismo, abrangendo um papel funcional na comunidade e a sua posi¢cao em
gradientes ambientais de temperatura, umidade, pH, solo, entre outros fatores.



59

como, por exemplo, os Gleos essenciais, por considerar as especificidades de uma
regido. Neste sentido, a andlise dos resultados traz elementos que corroboram para a
tomada de decisdo, uma vez que aponta variaveis ambientais com significativa

correlagdo com a composi¢ado quimica do 6leo essencial de T. minuta.

4.2 Fitotecnia de Tagetes minuta L. em condi¢fes de cultivo

4.2.1 Ciclo de cultivo

Através dos dados de graus-dia calculados para cada época de cultivo, foi
possivel estabelecer uma equacao de regressao para prever o comprimento do ciclo
entre o transplante e a colheita e, em ultima instancia, prever a data provavel da
colheita. Tais informacdes sao de extrema relevancia para o planejamento dos cultivos
e manejo da cultura, mas especialmente com relacdo a possibilidade de prever o
momento de colheita, uma vez que os dados deste trabalho demonstram que ha uma
forte correlagdo entre este fator e a produtividade de 6leo essencial (p-valor=1,79e%).
No Anexo F é apresentado o detalhamento da andlise realizada.

A equacdo para predicao da duracao do ciclo entre o transplante e a colheita

apresentou elevado grau de ajuste (pseudoR2=0,9932) e é apresentada abaixo:
Ciclogyiqs) = (—643,8240 + 0,1824 X ZGD + 1,3939 X DJT(e)

onde a Y GD é a soma dos graus-dia do transplante até a colheita e DJT € o dia juliano
relativo ao dia do transplante de cada época. O DJT representa um numero sequencial
a partir do qual sdo determinados valores especificos de cada data. Nesse caso, a
data do primeiro transplante (E1 em 20/dez/2016) foi calculada em 354, uma vez que
o dia 20 de dezembro é o 354° dia do ano. As datas de transplante subsequentes é
acrescido o numero de dias transcorridos a partir de 354, ou seja, 383 equivale a E2
(18/jan/2017), 409 a E3 (13/fev/2017) e 431 a E4 (7/mar/2017). Esse procedimento foi
necessario uma vez que os dados possuem uma autocorrelacéo temporal, o que, por

sua vez, viola o pressuposto da independéncia dos residuos.
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A correlacdo entre o momento da colheita e o rendimento de 6leo essencial foi
verificada por Badi et al. (2004) em estudo realizado com Thymus vulgaris, testando
colheitas em trés periodos (inicio da floracao; plena floracéo; pos floracdo) verificaram
que as colheitas realizadas em menor tempo de desenvolvimento foram mais
rentaveis, tanto para biomassa quanto para rendimento e teor de Oleo essencial.
Assim, a equacdo desenvolvida para determinar o ciclo de T. minuta possibilita
identificar com maior precisdo 0 momento correto para a realizacdo da colheita e
obtencéo de maior rendimento de 6leo essencial.

Na Figura 8 é apresentado o ciclo de desenvolvimento de T. minuta L. em
diferentes épocas de cultivo. Com relacdo a este aspecto, pode-se observar que a
época de transplante alterou o ciclo de desenvolvimento da espécie. Dentre as épocas
de cultivo, E1 corresponde ao plantio mais precoce e maior ciclo, 135 dias até alcancar
0 parametro estabelecido para a realizacao do inicio da colheita. Ainda com relagéo a
época 1, é possivel observar que, embora tenha alongado o ciclo, possibilitou o
mesmo numero de colheitas que a época 2, com um ciclo de 29 dias a menos.
Considerando os dados apresentados na Figura 8, a época que demonstrou melhor
para a semeadura foi E2, que teve um ciclo intermediério entre E1 e E3, como o
mesmo numero de colheitas que E1 e uma colheita a mais que E3. As semeaduras
realizadas no verdo E3 e E4 encurtaram o ciclo total e principalmente o periodo para
atingir o ponto da primeira colheita. Os dados apresentados neste trabalho corroboram
com os resultados observados por Kumar et al. (2012), os quais em seus estudos
sobre o efeito da data de transplante no crescimento, rendimento e qualidade do 6leo
essencial de T. minuta, observaram que todas as fenofases foram encurtadas quando

o transplante foi atrasado.
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Figura 8 — Ciclo de desenvolvimento de T. minuta L. em diferentes épocas de cultivo. Fonte: Embrapa
Clima Temperado, Estacédo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2017/2018. E1 a E4, épocas de cultivo;
S, semeadura; T, transplante; C1 a C6, colheitas.

O transplante mais cedo proporciona um maior periodo até a colheita, o que
possibilita maior acumulo de fotoassimilados pelas plantas. Tal fato pode ser
verificado na matriz de correlacdo, a qual evidencia a forte correlacao entre a época
de plantio, o acumulo de MST e a produtividade de 6leo essencial (R=0,91). Ainda
dentro desta analise, é possivel observar que, neste caso, hdo houve correlacéo entre
o rendimento de Oleo essencial e as variaveis analisadas (Tabela 4). Porém, a
significancia estatistica p-valor, demonstrou que quanto maior a proporcao de flores
em relacdo a proporcao de folhas, maior € a producéo de Oleo essencial. Segundo
Lopes (2014), a espécie Rosmarinus officinalis L. pode ser colhida ao longo do ano,
quando destinada a extracdo de Oleos essenciais, a colheita deve ser efetuada em
plena floragdo, pois as concentracdes de 6leos essenciais sdo maiores, aumentando
o rendimento da extracdo. Neste sentido, € possivel que a dindmica que ocorre com
T. minuta seja semelhante a que ocorre com a espécie R. officinalis, onde a parte da
planta que concentra mais 6leo essencial é a flor.

Na Tabela 4 € apresentada a matriz de correlacdo e p-valor entre o ciclo
transplante-colheita e parametros da producdo de biomassa e Oleo essencial de

Tagetes minuta L. cultivado em diferentes épocas de cultivo.
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Tabela 4 — Matriz de correlacéo e p-valor entre o ciclo transplante-colheita e pardmetros da producéo
de biomassa e 6leo essencial de Tagetes minuta L. cultivado em diferentes épocas de cultivo. Embrapa
Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2017/2018.

Correlacdo de Pearson
Ciclo MFT MST FL:FH FL+FH:MST OErend OEprod

Ciclo 1
MFT 0,80 1
MST 0,82 0,99 1
FL:FH 0,72 0,98 0,97 1
FL+FH:MST -0,86 -0,81 -0,87 -0,75 1
OErend 0,09 -0,22 -0,16 -0,32 -0,07 1
OEprod 0,83 0,88 0,91 0,81 -0,87 0,24 1

Significancia estatistica p-valor
Ciclo MFT MST FL:FH FL+FH:MST OErend OEprod

Ciclo 1

MFT 6,450 1

MST 3,26e% 1,54e15 1

FL:FH 8,51e%* 6,85e13 3,99¢1! 1

FL+FH:MST 3,80e% 5,04e% 3,07 3,29e04 1

OErend 0,7318 10,3873 0,5354 0,1883 0,7742 1

OEprod 1,79e% 1,81e% 196e% 4,01e% 2,83e% 0,3435 1
MFT, massa fresca total; MST, massa seca total; FL:FH, relacéo flor:folha; FL+FH:MST, relacéo flor e
folha:massa seca total; OErend, rendimento de 6leo essencial; OEprod, produtividade de éleo essencial.

4.2.2 Escala fenol6gica de T. minuta em condi¢cédo de cultivo

Considerando que a composicao fitoquimica dos 6leos essenciais pode sofrer
variagbes decorrentes da influéncia de fatores abidticos e bidticos, e que a
identificacdo dos eventos fenoldgicos permite estabelecer relagdes entre as condi¢des
ambientais e o desenvolvimento das espécies, a escala fenoldgica torna-se um
recurso elementar em cultivos voltados a producédo de 6leos essenciais. Além disso,
descrever os estadios fenoldgicos permite caracterizar as necessidades e
susceptibilidade das espécies (BERGAMASCHI; MATZENAUER, 2014). Neste
sentido, buscando compreender o desenvolvimento de T. minuta a partir de
observacfes realizadas a campo em distintas épocas de plantio, foi elaborada uma
escala fenologica para a espécie em estudo, onde é possivel visualizar ilustracdes da
arquitetura da planta, assim como o tempo de duracdo dos estadios de

desenvolvimento para o ciclo da espécie (Figura 9).
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Figura 9 — Escala fenolégica de T. minuta, em que corresponde V1 - Germinacgéo, V2 - Emergéncia, V3 - Folhas permanentes, V4 - Crescimento das folhas e
caule, R1 - Inicio da formacéo do capitulo floral, R2 - Plena floracdo, R3 - Dispersédo dos frutos e R4 - Senescéncia.

Fonte: Fonseca (2018). Arte: Silveira (2018).
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O desenvolvimento de T. minuta foi classificado em dois macro estadios de
desenvolvimento, representados por macro estadio 1, desenvolvimento vegetativo e
macro estadio 2, desenvolvimento reprodutivo (HACK et al. 1991). Nesse trabalho é
proposto a caracterizacdo das fenofases com base nos principais estadios de
desenvolvimento. Onde o0 desenvolvimento vegetativo corresponde a: V1-
Germinagéo, V2-Emergéncia, V3-Folhas permanentes, V4-Crescimento das folhas e
caule. E, para o desenvolvimento reprodutivo: R1-Inicio da formacgéo do capitulo floral,
R2-Plena floracdo, R3-Disperséo dos frutos e R4-Senescéncia.

A caracterizacdo dos micros estadios de desenvolvimento contribui, entre
outros aspectos, para determinar o momento da colheita/coleta, rendimento e
atividade do 6leo essencial de interesse. Cabe ressaltar que a transicdo entre um
estadio de desenvolvimento e outro € um processo gradual, assim o tempo indicado
na imagem corresponde a uma proposi¢cao para o local em que foi realizado o estudo.
Para maior precisdo desta estimativa, novos estudos devem ser realizados para

aprofundar o detalhamento e exatiddo da escala fenolégica proposta neste trabalho.

4.2.3 Particao da biomassa seca

A analise de crescimento contribui para o conhecimento de caracteristicas
relacionadas a capacidade produtiva das espécies, permitindo assim manejar
racionalmente, para que expressem o0 seu potencial de producdo. Os dados
apresentados na Tabela 5 permitem caracterizar a dinamica de distribuicdo dos
fotoassimilados nas diferentes partes da planta de T. minuta, por época de colheita.
Os dados variam para as épocas de colheita, mas quando observadas as épocas de
cultivo, verifica-se uma tendéncia de reducdo da massa seca total (MST). Tendéncia
semelhante foi observada no caso da horteld-japonesa estudada por Chagas et al.
(2011), onde os autores identificaram a reducdo relativa no acimulo de massa seca

em colheita realizada apos os 100 dias de cultivo.
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Tabela 5 — Massa seca total (MST), massa seca total de flores e folhas (MST-FLFH), relacao
flores+folhas:ramos+caule (FL+FH:RS+CA) e relacdo flores:folhas (FL:FH). Embrapa Clima
Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2017/2018.

Data MST (T ha’) MST-FLFH (T ha®) FL+FH:RS+CA FL:FH

El E2 E3 E4 El E2 E3 E4 El E2 E3 E4 El E2 E3 E4
04/mai 21,45 20,31 8,42 8,39 0,65 0,70 1,16 1,13
11/mai 16,20 13,02 6,07 6,93 6,28 3,35 0,75 0,93 1,24 0,87 1,24 0,63
17/mai 23,15 21,20 5,95 9,83 9,48 321 0,74 081 1,17 1,98 1,73 2,00
24/mai 14,00 16,88 5,94 507 583 3,11 0,57 0,53 1,10 1,21 1,01 1,29
3l/mai 23,42 19,75 7,82 7,95 7,63 4,06 0,51 0,63 1,08 1,25 1,11 1,37

07/jun 27,13 17,51 6,05 427 957 728 336 259 055 071 125 154 142 1,21 1,30 1,27

Na Tabela 6, sdo apresentadas a média e o desvio padrdo amostral referente
as avaliac6es da massa seca total, considerando as diferentes épocas de plantio. A
época 1 apresentou a maior média entre os tratamentos, com 20,89 (T ha™) de MST
e 7,96 (T ha”’) de MST-FLFH. Valores semelhantes foram obtidos para a espécie
Rosmarinus officinalis a qual alcancou 8,39 (T ha') de massa seca da parte aérea
(MAY et al., 2010).

Tabela 6 — Massa seca total (MST), massa seca total de flores e folhas (MST-FLFH), relacdo
flores+folhas:ramos+caule (FL+FH:RS+CA) e relacdo flores:folhas (FL:FH). Embrapa Clima
Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2017/2018.

MST (T hal) MST-FLFH (T ha!) FL+FH:MST FL+FH:RS+CA FL:FH
Média Dp Média Dp média Dp Média Dp média dp
E1 20,89 2,00 7,96 0,72 0,38 0,02 0,63 0,04 1,32 0,15
E2 18,11 1,22 7,48 0,55 0,42 0,02 0,72 0,06 1,24 0,10
E3 6,37 0,36 3,42 0,17 0,54 0,01 1,17 0,03 1,32 0,22
E4 4,27 - 2,59 - 0,61 1,54 - 1,27 -

Epoca

As médias obtidas entre a relacdo de FL+FH:RS+CA indicam uma tendéncia
de aumento na proporcao da alocacdo de fotoassimilados de folhas e flores para
ramos e caule. Considerando que o acumulo de MS influencia diretamente o
rendimento da cultura, possivelmente quanto mais tardio for realizado o plantio de T.
minuta, menor também sera o rendimento de 6leo essencial.

Na Figura 10 sdo apresentadas as equacdes de regressdo que permitem
determinar a massa seca total de T. minuta a partir do valor da massa fresca total ou

da data do transplante.
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Figura 10 — Equacao de regressao linear para predigcdo da massa seca total (MST, T hal) de Tagetes
minuta L. a partir da massa fresca total (MFT, T ha?) [A] e do dia Juliano do transplante (DJT) [B].
Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2016/2017. *DJT representa
o dia juliano referente a data de transplante, a saber, E1 em 20/dez/2016 é equivalente ao nimero 354
do ano. Para as demais épocas de cultivo foi utilizado o numero 354 acrescido do niamero de dias
acumulados até respectiva data de transplante, sendo E2 em 18/jan/2017 equivalente a 383, E3 em
13/fev/2017 equivalente & 409 e E4 em 7/mar/2017 equivalente a 431.

Com o modelo matematico desenvolvido, é possivel estimar o acimulo de
massa seca e o rendimento de T. minuta, a partir da massa fresca total e do dia Juliano
do transplante. Outra possibilidade, embora ndo tdo precisa como a anterior, seria
utilizar o dia Juliano equivalente a data de transplante para estimar o rendimento da
cultura. Para maior precisdo desta estimativa, novos estudos devem ser realizados
para reduzir a amplitude dos dados referentes a massa seca total, a fim de melhorar

a equacao aqui apresentada.

4.2.4 Area foliar e indice de area foliar (IAF)

A capacidade das plantas de interceptarem radiag&o solar e converterem esta
radiacdo em matéria seca pelo processo fotossintético esta diretamente relacionado
ao rendimento das culturas. O IAF é a relacdo entre a area foliar (AF) e a area de solo
ocupada pelo cultivo (HEIFFIG et al., 2006). A analise de regresséo para predicdo do
IAF (Anexo H) expressa uma tendéncia de reducdo da area foliar decorrente das

épocas de cultivo. A equacao é apresentada a seguir:
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IAF = 55399 + (0,0314 X MFT (1 5,-1)) — (0,0301 X DJC)

A medida que o ciclo de desenvolvimento da cultura avanca, as folhas
localizadas na regido basal da planta iniciam o processo de senescéncia, o que implica
na reducédo da area fotossintéticamente ativa (Figuras 10 e 11). Outro fator que deve
ser considerado refere-se as caracteristicas estruturais e morfogénicas da espécie, as

quais apresentam larga variagéo.
4.2.5 Rendimento e produtividade de 6leo essencial

Embora o potencial de rendimento seja determinado principalmente por fatores
genéticos da espécie, para que expresse 0 seu potencial € necessario que as
condi¢cBes ambientais no periodo de cultivo sejam favoraveis. Os dados deste trabalho
evidenciam a alta produtividade de 6leo essencial da espécie T. minuta, apresentando
uma tendéncia de incremento do rendimento nas colheitas mais tardias (Tabela 7). O
rendimento percentual obtido na faixa de 3,0% pode ser comparado ao rendimento de
Oleo essencial de outras espécies como Mentha arvensis L. (CHAGAS et al., 2011) e
Rosmarinus officinalis L. (MORAIS et al., 2009). Contrastam com estes resultados,
dados de Tankeu et al. (2013), os quais apontam um rendimento médio de 0,38 a
1,53% de 6leo essencial de T. minuta. E relevante considerar que as condicdes de um
experimento, em geral, sdo mais favoraveis se comparadas as condi¢cdes de um

plantio comercial.

Tabela 7 — Rendimento médio (%) e produtividade média de 6leo essencial (kg ha?) de T. minuta por
época de cultivo e por data de colheita. Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata.
Pelotas, RS, 2017/2018.

Rendimento (%) Produtividade (kg ha?)

Variavel Niveis n Média Dp Média Dp
E1 (20-dezembro) 6 3,30 0,38 277,43 25,52
Epoca de E2 (18-janeiro) 6 2,93 0,43 227,65 23,07
transplante E3 (13-fevereiro) 5 3,41 0,36 117,26 14,65

E4 (7-marco) 1 4,80 124,12

4-maio 2 1,78 0,34 253,43 50,30
11-maio 3 2,66 0,22 146,38 32,56
Data de 17-maio 3 2,46 0,07 187,11 56,23
Colheita 24-maio 3 4,17 0,08 193,94 30,79
31-maio 3 4,15 0,17 275,50 60,33
7-junho 4 3,84 0,33 206,33 50,18
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O potencial de rendimento das plantas esta associado, entre outros fatores, a
interceptacdo da radiacdo realizada por diferentes O6rgdos da planta, mas
principalmente pelas folhas. O alto rendimento verificado neste trabalho pode estar
relacionado a incidéncia de radiacdo solar nas plantas que foram favorecidas devido
ao plantio em distintas épocas. O fator luz € importante no crescimento das plantas,
ndo sé por fornecer energia para a fotossintese, mas também por prover sinais que
regulam seu desenvolvimento através de receptores de luz sensiveis a diferentes
intensidades (ATROCH et al., 2001).

Na Figura 11, sdo apresentados os dados da area foliar média de T. minuta
considerando as épocas de colheita, onde é possivel observar que, conforme avanca
o ciclo de desenvolvimento, ha uma tendéncia a reducao deste indice. Essa reducéo
pode estar associada ao fato de as plantas encontrarem-se no final do processo de
florescimento, apresentando perda de folhas decorrentes do inicio da senescéncia
natural pés-florescimento (CHAGAS et al., 2011).
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1600 —+
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g
800 T F15634 <14913]

14043
[1145 1103]
400 +
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Dia juliano 123 130 136 143 150 157
Data 4-mai 11-mai 17-mai 24-mai 31-mai 7-jun

Area foliar média (cm

Figura 11 — Area foliar média (cm?2) de T. minuta L. em diferentes épocas de colheita. Embrapa Clima
Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2017/2018.

O indice de area foliar (IAF) médio de T. minuta em diferentes épocas de cultivo
€ apresentado na Figura 12, onde observa-se que quanto mais tardio a realizacéo do
plantio, menor € o IAF das plantas. A reducéo do IAF da E1 para a E3 é superior a
50%. O resultado da avaliacdo do IAF reforca a observacéo realizada a campo, onde

foi verificado que as plantas da E3 e E4 ndo se desenvolveram tanto quanto E1 e E2.



69

»
o
I

w
(4]
4
—i

w
o
4

N
o
4
1

IAF médio
N
o

3,45
3,08

P
a1
4

P
o
4

o
&
4

0,0
El E2 E3 E4

Figura 12 — indice de éarea foliar (IAF) médio de T. minuta L. em diferentes épocas de cultivo. Embrapa
Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2017/2018. E1 (n=6), E2 (n=6), E3
(n=5) e E4 (n=1), épocas de cultivo.

Conforme foi demonstrado anteriormente, as duas primeiras épocas de plantio
apresentaram os melhores resultados tanto com relacdo ao IAF como MST, é possivel
que este resultado esteja relacionado as condicbes ambientais do periodo que
favorecem o desenvolvimento de T. minuta, na regido sul do Rio Grande do Sul.

A ACP para as diferentes épocas de cultivo (Figura 13) demonstra que a massa
seca total, a massa seca de flores e folhas, o IAF e a produtividade de 6leo essencial
explicaram 97,2% das variacbes ocorridas nas amostras. As épocas E1 e E2
apresentaram os maiores valores em todas as variaveis enquanto as épocas E3 e E4
tiveram valores médios menores e inferiores & média geral. E possivel verificar que a
produtividade de 6leo essencial apresentou correlacdo positiva com as variaveis de
crescimento, especialmente com a massa seca total e de flores e folhas. Este fato
evidencia que as épocas que tiveram um maior ciclo de cultivo, E1 e E2, acumularam
mais fotoassimilados em comparacdo com as épocas E3 e E4, o que repercutiu
diretamente na produtividade final do 6leo essencial. Com base nas variaveis
meteoroldgicas apresentadas no Anexo A, € possivel observar que a radiagcao
fotossintéticamente ativa média para o periodo em questdo foi de 5,7 (MIm-2),
enguanto que, considerando apenas o periodo que corresponde ao transplante de a
E3 e E4 até o final do ciclo, a RFA média cai para 3,87 (MJm-2),
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Figura 13 - Anélise de componentes principais de massa seca total (MST), a massa seca de flores e
folhas (MSFLFH), indice de area foliar (IAF) e produtividade de 6leo essencial (OEprod) de T. minuta em
diferentes épocas de cultivo (E1, E2, E3 e E4). Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental
Cascata. Pelotas, RS, 2017/2018.

Em geral, plantas cultivadas sob baixa intensidade de radiacdo luminosa
apresentam uma reducgdo significativa na producdo de biomassa, podendo ser
observadas alteracdes na alocacdo de biomassa para os diferentes 6rgdos
(CLAUSSEN, 1996; HOU et al., 2010; SILVA et al., 2006). O estudo realizado por
Chang, Alderson e Wright (2008) com a espécie Ocimum basilicum demonstram que
ocorreu uma reducdo significativa da producdo de biomassa seca total nos
tratamentos com menores niveis de radiagdo luminosa (CHANG; ALDERSON;
WRIGHT, 2008).

Assim como para o IAF, também foi possivel construir uma equacdo de
regressao linear para prever o rendimento de 6leo essencial de T. minuta, em kg ha
1, utilizando os valores da massa seca total (T ha') e o dia juliano da colheita (DJC).
No Anexo | sdo apresentados os valores da andlise estatistica e os coeficientes e

respectivas medidas da qualidade do ajuste.

OE (1 na-1) = —353,1259 + 10,6252 X MST ; pg-1) + 2,8171 X D Co)

A relevancia da equacao desenvolvida esta na possibilidade de planejamento
e estimativa de producgdo, sobretudo na organizacdo pré-plantio, otimizando os

recursos disponiveis. A equacéao possibilita ainda estimar a produtividade poténcial da
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cultura para a regido sul do Rio Grande do Sul, permitindo a otimiza¢ao e controle do
processo.

Na ACR, as variaveis explicativas duracéo do ciclo de cultivo (ciclo) e radiacéao
fotossinteticamente ativa acumulada (RFAacum) explicaram 74,2% de todas
variabilidade verificada entre as amostras (Figura 14 e Anexo J). Desse total, 19,2%
sao provenientes da RFAacum, 6,4% da duracéo do ciclo de cultivo e 48,6% proveniente
da interacdo entre essas duas variaveis. As demais variaveis testadas no modelo,
graus-dia acumulados (GDacum), precipitagdo pluviométrica acumulada (PPacum) €
nebulosidade média do periodo (Nmedia), apresentaram alta multicolinearidade com o
ciclo e a RFAacum, OU ndo foram estatisticamente significativos pelo teste de Monte
Carlo, e por isso foram excluidas do modelo.

A biossintese de metabdlitos secundarios, apesar de ser determinada
geneticamente, € amplamente afetada pelos fatores ambientais (BLANK et al., 2007).
A variagcdo na composicdo quimica do 6leo de Tagetes tem sido atribuida a
parametros como a fase de crescimento na colheita, parte da planta utilizada, as
condicbes climaticas sob as quais a planta cresce (MOHAMED et al., 2002;
CHAMORRO et al., 2008; MESHKATALSADAT et al., 2010; MOGHADDAM,
OMIDBIAGI, SEFIDKON, 2007).

ciclo
A

OEpmd‘ E4

Eixo 2

MSFLFH g2+

E3

IAF

10 Eixo 1 1,0

Figura 14 — Andlise candnica de redundancia (ACR) de amostras de 6leo essencial de Tagetes minuta
L. de diferentes épocas de cultivo (E1, E2, E3 e E4), utilizando a duragdo do ciclo em dias (ciclo) e a
radiacdo fotossinteticamente ativa acumulada (RFAacum) como variaveis ambientais explicativas.
Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2017/2018. MST, massa
seca total; MSFLFH, massa seca de flores e folhas; OEprd, produtividade de 6leo essencial; IAF, indice
de area foliar.
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4.3 Composicdo quimica de 6leo essencial de Tagetes minuta L. em diferentes
épocas de cultivo

4.3.1 Composicdo média e evolucdo da composicao do 6leo essencial

Na Tabela 8, é apresentada a composi¢ao quimica (%) do 6leo essencial de T.
minuta, cultivado em quatro épocas diferentes e colhido em datas diferentes, onde é
possivel observar que 0s compostos majoritarios obtidos a partir do cultivo das plantas
correspondem aos compostos obtidos de populacdes espontaneas do sul do Rio
Grande do Sul, no ano anterior. Verifica-se a ocorréncia de variagdo na composicao
quimica da espécie ao longo do ciclo de desenvolvimento, principalmente com relacédo
a expressdo dos compostos cis-tagetona e dihidrotagetona. Além da influéncia dos
fatores ambientais, a concentracdo de constituintes quimicos varia durante o ciclo
circadiano e sazonal (TAIZ e ZAIGER, 2004; RAVEN, EVERT, EICHHORN, 2001).
Segundo Kleine e Muller (2011), é possivel encontrar variagdo em compostos
quimicos em plantas da mesma espécie. De forma geral, os cinco principais
compostos representaram mais de 95% da composicao do 6leo e tiveram a seguinte
proporcionalidade média: 1,0:0,6:0,3:0,1:0,0:6, para cis-tagetona, cis-[3-ocimeno,
dihidrotagetona, trans-tagetona e D-limoneno, respectivamente.

Segundo Wanjala e Wanzala (2016), a qualidade do Oleo essencial é
determinada pela composicao e, por exemplo, os 6leos contendo 40-55% de cis-3-
ocimeno sao altamente avaliados no mercado. Ao olhar a Figura 15, € possivel notar
gue a época de cultivo ndo produz um efeito muito sensivel na composicdo média dos
compostos majoritarios, ainda assim, € possivel observar que na E3 ocorreu a maior
expressao do composto cis-tagetona, enquanto que cis-B-ocimeno ganha destaque
na E4.



73

Tabela 8 — Composi¢éo quimica (%) do 6éleo essencial de Tagetes minuta L. cultivado em quatro épocas diferentes e colhida em datas diferentes. Embrapa
Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2017/2018.

Epoca 1 Epoca 2 Epoca 3 Epoca 4

Composto— IR DT 4-mai 11-mai 17-mai 24-mai 31-mai 7-jun 4-mai 11-mai 17-mai 24-mai 31-mai 7-jun 11-mai 17-mai 24-mai 31-mai 7-jun 7-jun

DJ 123 130 136 143 150 157 123 130 136 143 150 157 130 136 143 150 157 157

CC 135 142 148 155 162 169 106 113 119 126 133 140 87 93 100 107 114 92

Sabineno 975 0,61 045 0,26 0,20 0,16 0,16 059 0,29 0,45 0,18 0,25 0,27 0,24 0,38 0,25 0,18 0,19 0,30
D-Limoneno 1029 5,25 4,10 2,42 1,70 1,35 1,36 5,44 2,46 4,74 1,94 2,20 2,64 2,16 3,70 2,21 1,58 1,78 2,88
Cis-B-ocimeno 1037 25,48 23,18 25,18 23,87 24,99 27,76 21,18 26,04 2552 27,24 2893 2251 24,44 2451 23,68 26,55 27,06 29,50
Dihidrotagetona 1052 26,98 22,33 16,72 8,78 8,52 8,39 30,20 17,19 20,47 11,56 14,47 18,97 1546 20,88 10,86 8,46 10,37 12,35
Trans-tagetona 1144 586 6,65 6,49 4,56 5,01 461 572 6,12 6,97 4,90 545 5,85 6,03 6,48 4,69 5,03 451 4,69
Cis-tagetona 1152 32,47 39,37 4558 57,90 56,83 54,42 32,93 45,61 38,09 51,14 44,78 44,73 48,87 40,87 55,12 54,96 52,39 45,97
B-Cariofileno 1419 0,32 0,29 0,27 0,10 0,11 0,16 0,34 0,24 0,35 0,13 0,23 0,26 0,23 0,33 0,11 0,17 0,19 0,28
o-Cariofileno 1454 0,32 0,27 0,21 0,09 0,08 0,11 0,37 0,19 0,34 0,10 0,17 0,19 0,18 0,26 0,11 0,12 0,13 0,18
Biciclogermacreno 1500 0,15 0,12 0,25 0,24 0,32 0,36 0,00 0,41 0,16 0,29 0,33 0,00 0,31 0,22 0,25 0,41 0,44 0,40
Oxido de cariofileno 1583 0,31 0,28 0,24 0,00 0,00 0,08 0,27 0,13 0,32 0,00 0,20 0,15 0,16 0,28 0,00 0,00 0,09 0,27
Total 97,74 97,06 97,61 97,43 97,38 97,41 97,04 98,68 97,40 97,49 97,01 9557 98,08 9791 97,28 97,45 97,14 96,81

*IR, indice de retenc¢do relativo aos n-alcanos C9-C15. DT, data de transplante; DJ, dia juliano da colheita; CC, ciclo de cultivo (n° de dias).
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Figura 15 — Valores médios (%) dos compostos majoritarios (> 1%) obtidos em amostras de éleo
essencial de Tagetes minuta L. em diferentes épocas de cultivo (E1 [n=6], E2 [n=6], E3 [n=5] e E4
[n=1]). As barras sobre as colunas indicam o desvio padrdo da média. Fonte: Embrapa Clima
Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2017/2018.

A evolucédo dos valores médios dos compostos majoritarios apresentados na
Figura 16 evidencia que a cis-tagetona e a dihidrotagetona possuem um
comportamento inversamente proporcional, sendo a que a primeira aumenta seus
teores ao longo do tempo, enquanto a segunda diminui. A partir de 24 de maio ha uma
aparente estabilizacdo dos teores de cis-tagetona ao redor de 52% e de
dihidrotagetona de 11% (Tabela 8). Esse fato possivelmente esta relacionado a
proporcdo desses compostos nos diferentes érgdos da planta. Enquanto a cis-
tagetona predomina nas flores, a dihidrotagetona predomina nas folhas (KUMAR et
al., 2012). Essa tendéncia de reducdo de um composto e concentracdo de outro,
apresentada pela espécie T. minuta deve ser levada em consideracdo principalmente
em cultivos comerciais, onde o agricultor pode determinar o momento da colheita em
funcdo da demanda de mercado ou de acordo com a finalidade de uso na propriedade.
Avaliando duas épocas do ano, Luz et al. (2014) observaram que em Melissa officinalis
L. houve influéncia da época de colheita sobre o teor de 6leo essencial e constituintes
majoritarios. O cis-B-ocimeno mostrou uma leve tendéncia de elevacdo dos seus
teores, saindo de pouco mais de 23% na primeira colheita em 4 de maio para quase
27% na ultima colheita em 7 de junho. Por sua vez, o D-limoneno e a trans-tagetona
mostraram uma tendéncia de redugéo de seus valores, saindo de 5,3% para 2,1% e

de 5,8% para 4,9% entre a primeira e a ultima colheita, respectivamente.
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Figura 16 — Evolucéo dos valores médios (%) dos compostos majoritarios (>1%) obtidos em amostras
de 6leo essencial de Tagetes minuta L. ao longo das datas de colheita. As barras sobre os pontos
indicam o desvio padrédo da média. Fonte: Embrapa Clima Temperado, Estacéo Experimental Cascata.

Pelotas, RS, 2017/2018.

4.3.2 Efeito dos fatores ambientais sobre a composicéo do 6leo essencial

Na ACP (Figura 17), os compostos majoritarios, com teor > 1% no 0leo

essencial, conseguiram discriminar as datas de colheita em dois grupos, explicando

85,2% das varia¢des encontradas, sendo a maior parte na CP 1 (71,5%) e o restante

na CP 2 (17,9%). As amostras de 6leo obtidas nas trés primeiras datas de colheita, 4,

11 e 17 de maio, apresentaram maior teor de D-limoneno, dihidrotagetona e trans-

tagetona. Por sua vez, as amostras das trés ultimas colheitas, 24 e 31 de maio e 7 de

junho, foram mais ricas em cis-f3-ocimeno e cis-tagetona, além de serem as amostras

que tiveram os melhores rendimentos de 6leo essencial.



76

cis-8-ocimeno
»

OEren‘d D-limoneno
T4un : 4-mai "

* i e -
- dihidrotagetona
Memaime.

__1 7-mai

CP 2 (13,7%)

trans-tagetona

24-mai 5 Memai

-
cis-tagetona

-0.6

10 ' CP 1(71,5%) N

Figura 17 — Analise de componentes principais dos compostos majoritarios (>1%) e rendimento de éleo
essencial de Tagetes minuta L. em diferentes épocas de colheita. Fonte: Embrapa Clima Temperado,
Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS, 2017/2018.

Segundo estudos de Chalchat et al. (1995) sobre a composi¢ao quimica do 6leo
essencial de diferentes partes da planta (flores e folhas), predominam nas folhas de
T. minuta a dihidrotagetona, enquanto que em flores destaca-se o (z)-B-ocimeno. Tal
constatacdo corrobora com o resultado apresentados na ACP (Figura 15), onde o
composto dihidrotagetona esta fortemente correlacionado as primeiras épocas de
colheita e cis-p-ocimeno as Ultimas épocas de colheita. Com o0 avanco do
desenvolvimento das plantas, as folhas inferiores iniciam o processo de senescéncia
reduzindo a propor¢cdo em relacdo as flores, o que pode influenciar a variacdo na
composicdo quimica do 6leo ao longo das colheitas. O resultado da ACP (Figura 17)
demonstra que nas primeiras épocas de colheita h4 maior expressdo do limoneno,
composto com acao antifungica comprovada (GAKUBBI et al., 2016). Considerando
gue o Oleo essencial extraido de folhas de T. minuta tem maior atividade antifingica
gue o 6leo extraido de flores da mesma planta (GAKUBBI et al., 2016), é possivel
inferir que, quando a finalidade de uso do 6leo essencial for a acdo antifungica, a
colheita realizada entre os estadios de desenvolvimento R1 e R2 possivelmente
contribuira para obtencgéo do 6leo essencial com o potencial desejado.

Dentre todas as variaveis explicativas utilizadas na ACR (Figura 18, Anexo L), a

radiacdo fotossintéticamente ativa (RFAacum), @ média da temperatura média do ar
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(Tmméd) e a precipitagéo pluviométrica (PPacum), registradas no dia anterior e da colheita,
explicaram 65,5% das variacOes existentes. Desse total, a RFAacum contribuiu com a
fracdo mais expressiva, 50%, enquanto a Tmméd e a PPacum contribuiram com 8% e 7%,
respectivamente. Pelo teste de Monte Carlo, essas variaveis sao significativas
estatisticamente (F=8.845; p=0.0020) quando inseridas conjuntamente no modelo,
porém, de forma isolada a PPacum NO dia anterior e no dia da colheita apresenta um valor
p=0,096. Ao olhar os dados meteoroldgicos, se constata que os valores dessa variavel
variaram entre 1 mm e zero mm, exceto na ultima colheita, quando esse valor foi de 11,9
mm. Esse fato fica muito bem caracterizado na Figura 18, onde se nota a forte correlacédo
entre a PPacum € a data de 7 de junho. A radiagéo solar determina as caracteristicas
térmicas do ambiente, principalmente as temperaturas do ar e do solo, a duracdo do dia
ou fotoperiodo (PEREIRA; ANGELOCCI; SENTELHAS, 2002). Levantamentos
realizados por Pereira et al. (2006) revelam que, no Brasil, as regides Sul e Nordeste sédo
os locais onde ocorrem os maiores niveis de incidéncia PAR durante o verdo. A radiacéo
solar é essencial no processo de acumulagéo de fotoassimilados, pois € determinante no

processo de producdo de biomassa vegetal (VILANI et al., 2007).
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Figura 18 - Andlise can6nica de redundancia (ACR) dos compostos majoritarios (>1%) e rendimento de
Oleo essencial (OErnd) de Tagetes minuta L. em diferentes épocas de colheita, utilizando a radiacéo
fotossinteticamente ativa acumulada (RFAacum*2D), a média da temperatura média do ar (Tmméd+2D)
e a precipitagdo pluviométrica (PPacumt2D), registradas no dia anterior e da colheita como variaveis
ambientais explicativas. Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata. Pelotas, RS,
2017/2018.
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Como o cultivo de T. minuta foi realizado em ambiente aberto, € esperado que
ao longo do ciclo as variaveis climaticas interferissem no desenvolvimento das
plantas. Porém, com os dados obtidos nesse trabalho, é possivel verificar que dentre
as variaveis climaticas analisadas, a (PPacum) foi a variavel que mais influencia o
rendimento de 6leo essencial de T. minuta. Em pesquisa realizada na india por Singh
et al. (2003), o maior rendimento de 6leo essencial foi obtido no estagio de frutificacao,
0s autores afirmaram que esse resultado poderia estar relacionado ao aumento na
umidade do ar ocorrido durante o periodo de avaliagdo. Segundo Dutra et al. (2012),
a partir do desenvolvimento de plantas de girassol sob diferentes condi¢cbes de
fornecimento de agua, verificaram que as plantas apresentaram maior altura e
didmetro de colmo quando submetidas a maior disponibilidade de agua.

Nas Figuras 17 e 18, o rendimento do Oleo essencial aparece no quadrante
superior e 0 composto trans-tagetona no quadrante inferior oposto, o que demonstra
gue ha correlacédo negativa entre o rendimento de 6leo e trans-tagetona. Ainda com
relacdo ao resultado da ACP e ACR demonstrados nas figuras citadas, é possivel
verificar que os compostos D-limoneno e dihidrotagetona apresentam correlacéo
negativa com cis-tagetona.

Como néo houve colheita durante a ocorréncia de chuva e tampouco o volume
acumulado nos dia 7 de junho e anterior ndo foi muito elevado, é possivel inferir que
essa precipitacao tenha apenas proporcionado uma melhor condi¢do de umidade do
solo e turgescéncia das plantas, mas ndo tenha afetado o rendimento de O6leo
essencial. Aliado a isso, o0 valor de RFAacum Nessa data, foi aproximadamente 37% do
valor médio verificado nas trés primeiras datas de colheita. A radiacdo solar global é
um dos principais fatores da demanda atmosférica de agua, estando, portanto,
correlacionado negativamente com o rendimento do 6leo essencial. E possivel
observar ainda que quanto mais avancado o estadio de desenvolvimento, maior é o
rendimento de Oleo de T. minuta. A producdo de Oleos essenciais nao depende
apenas do estado metabdlico e do estadio de desenvolvimento do tecido sintetizador,
mas também é altamente integrada com a fisiologia de toda a planta. A composicao
guimica do Oleo essencial de T. minuta tem sido relatada em diferentes partes do
mundo e, a partir dessas analises, percebe-se que a sua composi¢do é variada,
dependendo do local da colheita ou coleta, estadio de desenvolvimento do vegetal,

partes da planta e quimiotipos (BRASIL, 2015).
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Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que a composi¢do quimica do
O0leo essencial de populacbes de T. minuta mantém um perfil fitoquimico,
apresentando uma variedade de compostos que oscilam quanto a sua concentracao.
Com relacdo a datas de colheita, é possivel observar que ocorrem variacfes na
composi¢do quimica do 6leo ao longo do desenvolvimento da planta. Os resultados
demonstram ainda a importancia de se conhecer a fitoquimica, bem como a fenologia
das espécies com potencial para producdo de 6leo essencial, visto que a atividade
bioldgica dos 6leos essenciais esta associada a composi¢cao quimica constituida ao

longo do ciclo de desenvolvimento.



5 Concluséao

O dleo essencial de T. minuta, oriundo de plantas coletadas ou cultivadas na
regido sul do Rio Grande do Sul, caracteriza-se pela presenca dos compostos
majoritarios cis-tagetona, cis-p-ocimeno, dihidrotagetona, trans-tagetona e limoneno.

O estudo demonstrou que, no sul do Rio Grande do Sul, a melhor época para
o plantio de T. minuta € E2 (18 de jan), a qual além de possibilitar alto rendimento de
0leo essencial, se torma mais vantajosa devido a possibilidade de otimizacdo do uso
da area agricola.

As fases fenologicas identificadas foram: V1 - Germinacao, V2 - Emergéncia,
V3 - Folhas permanentes, V4 - Crescimento das folhas e caule, R1 - Inicio da formagé&o
do capitulo floral, R2 - Plena florac&o, R3 - Disperséao dos frutos e R4 - Senescéncia.

A composigao quimica do Oleo essencial de T. minuta esta mais relacionada ao
estadio de desenvolvimento da cultura, enquanto que o rendimento € influenciado pela
duracéo do ciclo da cultura.

Quanto a composicdo quimica, a expressdao dos compostos D-limoneno,
dihidrotagetona e trans-tagetona foi maior em plena floracdo. Conforme avanca o
estadio de desenvolvimento de R3 para R4, aumenta a expressao dos constituintes
cis-B-ocimeno e cis-tagetona.

No ambito da agricultura familiar de base ecolégica, 0 uso e extracao dos 6leos
essenciais para o manejo da propriedade pode ser viabilizado com a formacéo de

grupos e através de trabalho cooperativo.
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Anexos



Anexo A — Variaveis meterologicas

Valores decendiais das variaveis meteorologicas analisadas entre 31 de outubro de 2016 e 7 de junho de 2017, durante o cultivo
de T. minuta L.

Temperatura média do ar (M, °C), temperatura maxima do ar (MX, °C), umidade relativa do ar (UR, %), precipitacdo pluviométrica
(PP, mm) e velocidade média do vento (VV, m s1), no dia da coleta (+1D) e média/acumulada nos dois dias anteriores mais o dia da
coleta (+3D).

Temperatura Umidade relativa Temperatura do RFA

Decéndios do ar (°C) o GD 1 do ar (%) PR solo (°C, 20 cm) (umol s m?) RFA,Z
— 5 —+—— (°Cdia') —————%—— (mm) ~ > - - - - (MJ m™)
méd max min max min méd max min méd max min
1 19,7 26,7 14,4 9,7 88,9 83,3 853 21,4 253 194 658,2 1009,4 378,7 6,7
2 18,4 24,8 13,1 8,3 86,0 79,5 62,2 20,3 23,9 18,2 7704 11745 445,0 7,9
3 18,3 24,4 13,7 8,5 90,3 85,1 30,0 20,2 236 18,1 728,12 1112,3 420,0 7,5
4 20,1 26,7 15,0 10,1 86,3 79,9 32,3 21,7 253 19,8 8045 1224,7 465,2 8,3
5 21,3 28,9 155 11,2 84,9 78,1 1,3 22,8 26,8 20,8 813,2 1237,5 470,3 8,4
6 22,9 29,7 18,9 12,9 94,0 89,8 1379 24,2 27,5 22,3 630,8 968,9 362,5 6,4
7 23,6 29,7 19,7 13,6 93,8 89,4 736 248 275 23,0 6557 10057 377,3 6,7
8 23,1 29,5 19,1 131 93,9 89,6 919 243 27,3 225 6482 994,5 372,8 6,6
9 21,4 27,6 16,5 11,4 89,4 83,9 21,8 22,9 26,0 21,0 8015 1220,2 4634 8,3
10 23,9 30,2 19,7 13,9 89,8 84,4 30,5 25,0 27,8 23,3 711,7 1088,1 410,3 7,3
11 23,8 30,6 19,7 13,8 94,2 90,0 76,9 249 28,1 23,2 5882 906,3 337,3 59
12 24,2 31,2 195 14,2 95,7 90,4 146,8 25,4 28,0 23,7 597,6 921,4 299,6 6,4
13 23,5 29,8 19,2 13,5 94,8 89,3 88,9 24,7 26,7 232 5181 805,7 231,9 57
14 18,4 26,1 13,1 8,5 90,3 84,0 66,5 224 27,0 193 6645 930,9 476,2 6,8
15 20,5 26,5 16,6 10,5 95,5 90,9 9,4 22,8 26,6 20,3 490,55 979,9 211,8 5,0
16 20,7 27,2 16,0 10,7 92,0 87,1 2,0 23,1 27,3 20,3 469,5 825,4 258,0 4,8
17 18,1 22,9 15,0 8,1 95,0 90,8 98,5 20,7 22,9 19,2 299,6 534,0 145,33 3,0
18 16,5 22,1 129 6,9 88,6 84,1 243 18,6 21,2 17,0 3859 554,6 210,0 3,6
19 17,5 25,3 12,3 8,2 93,5 88,6 2,8 195 23,7 17,0 4281 553,8 240,5 3,7
20 14,8 19,3 11,5 52 97,2 94,6 1529 17,3 20,2 154 267,0 463,3 127,6 2,3
21 16,2 19,7 134 6,2 97,5 95,5 185,1 16,9 19,2 153 1918 282,5 130,0 1,7
22 13,1 16,9 10,8 3,5 99,0 97,1 345 152 17,7 135 2358 395,3 145,2 2,1

Média 20,0 26,2 157 10,1 92,3 87,5 66,1 21,8 250 19,8 561,8 8722 317,2 57

Méaximo 24,2 31,2 19,7 14,2 99,0 97,1 1851 254 28,1 23,7 8132 1237,5 476,2 8,4

Minimo 13,1 16,9 10,8 3,5 84,9 78,1 1,3 15,2 17,7 1355 1918 2825 127,6 1,7
Acumulado 2218,4 14551,6 123589,9 1249,4




Anexo B — Analise do solo nos locais de coleta.

Hégua

P 1:? Ca Mg Al H+Al CTCefet Saturacéo (%) indSMP %MO  %Argila CTCpH7 K

Pop cmol/dm? Al Bases miv. __cmol/dm3____
RGDE 61 2,7 01 0 17 29 0 64 6,8 1,52 8 4,6 0,11
DPTO 5.2 35 16 0,3 55 6,1 4,9 51 58 2,76 18 11,3 0,68
CRTO 55 4,7 14 0,4 55 6,8 59 54 58 29 20 11,9 0,2
CGCU 4.6 3,6 12 15 12,3 6,5 23,1 29 51 2,79 27 17,3 0,13
PLTS 5,6 2,8 1 0 2,8 4 0 59 6,4 18 21 6,8 0,2
MRED 5.2 22 0,5 0,1 4,4 3 33 40 6 1,66 24 73 0,18
SLS-1 5.7 51 13 0,2 4,4 6,9 29 60 6 1,66 29 111 0,21
SLS-2 5 8,2 25 0,2 31 11,2 18 78 6,3 1,93 24 14,1 0,21
TRCU 51 0,7 0,2 04 39 15 26,7 22 6,1 1,66 20 5 0,17
CAN-1 52 3.4 03 0,2 3,9 4,1 4,9 50 6,1 1,79 40 78 0,17
PMAC 6.7 58 01 0 1,6 6,2 0 80 6,9 1,52 17 78 03
CAN-2 5 33 05 0,5 55 4,5 11,1 43 58 1,66 24 95 0,13

SLs-3 59 7.9 14 01 25 97 1 79 6,5 2,35 28 12,1 0,21




Anexo C — Matriz de correlagdo e analise de agrupamento

Matriz de correlacdo entre amostras de 0Oleo essencial de Tagetes minuta L. de
diferentes populacdes, utilizando o indice de Bray-Curtis.

RGDE DPTO CRTO CGCU PLTS MRED SLS-1 SLS-2 TRCU CAN-1 PMAC CAN-2 SLS-3
RGDE 1,00
DPTO 0,66 1,00
CRTO 059 0,65 1,00
CGCU 0,58 068 0,85 1,00
PLTS 045 053 085 080 1,00
MRED 045 057 083 081 091 1,00
SLs-1 047 057 08 08 093 092 1,00
SLs-2 044 056 080 080 08 09 088 1,00
TRCU 047 o057 087 08 09 093 09 09 1,00
CAN-1 047 057 087 082 09 094 09 091 0,99 1,00
PMAC 049 062 08 088 087 09 093 088 09 0,90 1,00
CAN-2 045 057 081 08 08 09 088 098 091 091 0,89 1,00
SLS3 049 061 075 08 079 087 084 089 083 0,83 0,87 0,90 1,00

Gréficos de cluster para as amostras de 6leo essencial de Tagetes minuta L. de
diferentes populagdes, utilizando o indice de Bray-Curtis.
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Anexo D — Detalhamento da analise de componentes principais (ACP) do dleo

essencial de populacdes de Tagetes minuta L.

Analise de componentes principais (ACP) de amostras de 6leo essencial de diferentes
populacbes de Tagetes minuta L. considerando apenas 0s compostos
majoritarios>1%, com e sem as amostras DPTO e RGDE.

% Summary ***ACP com todas as amostras e 8 compostos majoritarios

Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0,581 0,212 0,107 0,066 1,000
Cumulative percentage variance of speciesdata 58,1 79,3 90,0 96,7
Sum of all eigenvalues 1,000
*eek Summary ***ACP sem as amostras DPTO e RGDE e 6 compostos majoritarios
Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0,510 0,338 0,105 0,033 1,000

Cumulative percentage variance of speciesdata 51,0 84,8 954 98,6
Sum of all eigenvalues 1,000




Anexo E — Parametros da analise do solo e detalhamento da ACR.

Valores das variaveis explicativas utilizadas na andlise candnica de
redundancia (ACR) das amostras de 6leo essencial de Tagetes minuta L.

Data Argila MO H+Al Ca Mg K PHagua
Amostra —5 liano) miv (%) cmol, dm™ (1)
RGDE 118 8 152 17 27 01 01 61
DPTO 129 18 276 55 35 16 07 52
CRTO 129 20 29 55 47 14 02 55
CGCU 131 27 279 123 36 12 01 46
PLTS 152 21 18 28 28 10 02 56
MRED 158 24 1,66 44 22 05 02 52
SLS-1 159 29 166 44 51 13 02 57
SLS-2 159 24 193 31 82 25 02 50
TRCU 159 20 1,66 39 07 02 02 51
CAN-1 166 40 1,79 39 34 03 02 52
PMAC 166 17 152 16 58 01 03 67
CAN-2 166 28 235 25 79 14 02 59
SLS-3 167 24 166 55 33 05 01 50

ACR utilizando a data de coleta como variavel explicativacom todas as amostras e compostos
com teor > 1%

Fxkx QUM mary *kkk

Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0.412 0.268 0.147  0.085 1.000
Species-environment correlations 0.854  0.000 0.000 0.000

Cumulative percentage variance of species data 41.2 68.0 82.6 91.1

Cumulative percentage variance of species-environment relation  100.0 0.0 0.0 0.0

Sum of all eigenvalues 1.000
Sum of all canonical eigenvalues 0.412
**+% Summary of Monte Carlo test **** Trace F-ratio P-value

Test of significance of all canonical axes 0.412 7.694  0.0040

Efeitos marginais e condicinais e significancia (p < 0,05) das variaveis explicativas
utilizadas na ACR com todas as amostras e compostos com teor > 1%

Marginal Effects Conditional Effects
Variable Var.N Lambdal Variable Var.N LambdaA p F

K 6 0.23 K 6 0.23 0.006 6.62
H+Al 9 0.11 H+Al 9 0.11 0.032 3.92
MO 5 0.10 PH 1 0.05 0.150 1.76
PH 1 0.06 MO 5 0.03 0.260 1.47
Mg 3 0.06 Ca 2 0.02 0.520 0.73
ARG 13 0.03 Mg 3 0.05 0.088 2.36
Ca 2 0.01 ARG 13 0.01 0.538 0.74

ACR utilizando K e H+Al (p<0,05) como varidveis explicativas e a data de coleta como co-
variavel,com todas as amostras e compostos com teor > 1%

xE% QUM mary *kkk

Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0.235 0.107 0.121 0.058 1.000
Species-environment correlations 0.957 0.866 0.000 0.000

Cumulative percentage variance of species data 40.0 58.1 78.6 88.4

Cumulative percentage variance of species-environment relation  68.8 100.0 0.0 0.0

Sum of all eigenvalues 0.588
Sum of all canonical eigenvalues 0.342
**xx Summary of Monte Carlo test **** Trace F-ratio P-value

Test of significance of all canonical axes 0.342 6.237  0.0040

(Continua)



(continuacao Anexo E)

ACR utilizando a data de coleta como variavel explicativa sem as amostras DPTO e RGDE

Sem 0s compostos cis-ocimenona e car-3-en-2-ona
*kkk Summary *kkk

Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0.270 0.339 0.253  0.104 1.000
Species-environment correlations 0.735 0.000 0.000 0.000

Cumulative percentage variance of species data 27.0 60.8 86.2 96.6

Cumulative percentage variance of species-environment relation ~ 100.0 0.0 0.0 0.0

Sum of all eigenvalues 1.000
Sum of all canonical eigenvalues 0.270
**+% Summary of Monte Carlo test **** Trace F-ratio P-value

Test of significance of all canonical axes 0.270 3.322  0.0220

Efeitos marginais e condicinais e significancia (p < 0,05) das variaveis explicativas
utiizadas na ACR sem as amostras DPTO e RGDE sem 0s compostos cis-
ocimenona e car-3-en-2-ona

Marginal Effects Conditional Effects
Variable Var.N Lambdal Variable Var.N LambdaA p F

H+AI 9 0.23 H+A 9 0.23 0.020 3.57
pH 1 0.15 Ph 1 0.16 0.028 3.45

K 6 0.12 Ca 2 0.05 0.402 1.08
Mg 3 0.06 ARG 13 0.07 0.198 1.63
MO 5 0.05 Mg 3 0.06 0.300 1.31
Ca 2 0.03 MO 5 0.04 0.502 0.89
ARG 13 0.02 K 6 0.04 0.476  0.96

ACR utilizando H+Al e pH (p<0,05) como variaveis explicativas e a data de coleta como co-variavel,
sem as amostras DPTO e RGDE sem 0s compostos cis-ocimenona e car-3-en-2-ona
*kkk Summary *kkk

Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0.250 0.142 0.140 0.121 1.000
Species-environment correlations 0.873 0.759 0.000 0.000

Cumulative percentage variance of species data 34.3 53.7 72.9 89.6

Cumulative percentage variance of species-environment relation ~ 63.8 100.0 0.0 0.0

Sum of all eigenvalues 0.730
Sum of all canonical eigenvalues 0.392
**+% Summary of Monte Carlo test **** Trace F-ratio P-value

Test of significance of all canonical axes 0.392 4.063  0.0080




Anexo F — Andlise de regressao para determinacdo da duracao do ciclo de cultivo do
transplante até a colheita

Coeficientes de regresséo para predi¢édo do ciclo de cultivo (transplante-colheita) de Tagetes minuta
L. utilzando o modelo Quasi-Poisson (fungéo de ligacdo: identidade) e as medidas descritivas da
gualidade do ajuste.

Preditores Coeficientes IC Deviance_ pseudoR?
Est P-valor 2,50% 97,50% Nula GL Residual GL
Int -643,8240 2,73e® -745,51 -542,14
>GDrc 0,1824 1,18e*? 0,17 0,20 84,98 17 0,57 15 0,9932

DJT* 1,3939  1,46e® 1,18 1,60
*DJT representa o dia juliano referente a data de transplante, a saber, E1 em 20/dez/2016 é equivalente
ao numero 354 do ano. Para as demais épocas de cultivo foi utilizado o nimero 354 acrescido do
numero de dias acumulados até respectiva data de transplante, sendo E2 em 18/jan/2017 equivalente
a 383, E3 em 13/fev/2017 equivalente a 409 e E4 em 7/mar/2017 equivalente a 431.
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Anexo G — Andlise de regresséo para predicdo da massa seca total (t ha') de T.

minuta L.

Coeficientes de regressao linear para predicdo da massa seca total (MST, t ha'l) de Tagetes minuta
L. a partir da massa fresca total (MFT, t ha!) e do dia juliano do transplante (DJT) e as medidas
descritivas da qualidade do ajuste.

ANOVA Coeficientes IC R
Fatores G.L. F P-valor Pred Est P-valor 2,50% 97,50% a
MFT 1 912,18 1,54e15 Int -0,3967 0,4901 -1,59 0,79 09817

Residuos 16 MFT 0,3111 1,54e?® 0,29 0,33
DJT* 1 9487 1,29e% Int 131,6914 2,93e%® 105,95 157,44 0.8622
Residuos 14 DJT -0,3016 1,29e%" -0,37  -0,24 '

*DJT representa o dia juliano referente & data de transplante, a saber, E1 em 20/dez/2016 € equivalente
ao nimero 354 do ano. Para as demais épocas de cultivo foi utilizado o nimero 354 acrescido do
numero de dias acumulados até respectiva data de transplante, sendo E2 em 18/jan/2017 equivalente
a 383, E3 em 13/fev/2017 equivalente a 409 e E4 em 7/mar/2017 equivalente a 431.



Anexo H — Andlise de regresséao para predicéo do IAF de T. minuta L.

Coeficientes de regresséo linear para predicdo do IAF de Tagetes minuta L. a partir da massa fresca
total (MFT, t hal) e do dia juliano da colheita (DJC) e as medidas descritivas da qualidade do ajuste.

ANOVA Coeficientes IC
Fatores G.L. F p-valor Pred Est p-valor 2,50% 97,50%
MFT 1 87,06 2,19e% Int 55399 6,21e% 3,43 7,65
DJC 1 20,14 511e% MFT 0,0314 3,89¢eY 0,02 0,04 0,8680
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Anexo | — Analise de regressao para predicdo do rendimento de 6leo essencial de T.

minuta L.

Coeficientes de regressao linear para predicédo do 6leo essencial de Tagetes minuta L. a partir da
massa fresca total (MFT, t ha'l) e do dia juliano da colheita (DJC) e as medidas descritivas da
gualidade do ajuste.

ANOVA Coeficientes IC
Fatores G.L. F P-valor Pred Est P-valor 2,50% 97,50%
MST 1 102,72 6,46e°7 Int -353,1259 2,77e% -555,76 -150,50
DJC 1 21,10 7,73e% MST 10,6252 2,52e77 8,52 12,73 0,9036
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Anexo J — Parametros produtivos, variaveis climaticas e detalhamento da ACR.

Epoca, data de transplante e colheita, duranc&o do ciclo de cultivo (ciclo), massa seca total (MST) e de
flores e folhas (MSFLFH), produtividade de 6leo essencial (OEpwd)e indice de area foliar (IAF) de
Tagetes minuta, e valores de radiacdo fotossinteticamente ativa (RFAacum), graus-dia (GDacum),
precipitacdo pluviométrica (PPacum) € nebulosidade (Nmedia).

B . Ciclo MST MSFLFH OEgod RFAacum  GDacum  PPacum  Nmédia
Epoca Transplante Colheita (dias) (thal) (tha?) (kg ha?) IAF (MIm?) (Cdia) (mm) (0-1)
4-mai 135 21,45 8,42 303,73 4,23 788,18 1555,60 870,97 5,59

11-mai 142 16,20 6,93 205,54 3,94 809,63 1604,86 872,72 5,60

E1 20/12/16 17-ma! 148 23,15 9,83 253,68 3,03 823,06 1636,29 102459 5,67

24-mai 155 14,00 5,07 213,92 2,46 838,10 1681,12 1082,48 5,70

31-mai 162 2342 7,95 355,10 3,36 847,24 1718,96 1212,98 5,86

7-jun 169 27,13 9,57 332,61 3,65 862,07 1741,42 1244,17 5,94

4-mai 106 20,31 8,39 203,12 3,41 600,47 1172,41 568,07 5,35

11-mai 113 13,02 6,28 140,37 3,16 621,92 1221,66 569,82 5,37

E2 18/01/17 l7-ma! 119 21,20 9,48 232,32 3,04 63535 1253,10 721,69 5,48

24-mai 126 16,88 5,83 234,38 2,83 650,39 129793 779,58 5,52

31-mai 133 19,75 7,63 314,21 3,57 659,53 133577 910,08 5,73

7-jun 140 17,51 7,28 24151 2,47 674,36 1358,23 941,27 5,83

11-mai 87 6,07 3,35 93,23 2,28 430,88 891,44 485,01 5,38

17-mai 93 5,95 3,21 7532 2,35 44431 922,88 636,88 5,52

E3 13/02/17  24-mai 100 5,94 3,11 133,51 1,57 459,34 967,70 694,77 5,57

31-mai 107 7,82 4,06 157,18 2,01 468,48 1005555 825,27 5,82

7-jun 114 6,05 3,36 127,08 1,30 483,31 1028,01 856,46 5,94

E4 07/03/17 7-jun 92 4,27 2,59 124,12 1,40 346,25 716,29 622,15 5,92

Efeitos marginais e condicinais e significancia (p<0,05) das
variaveis explicativas utilizadas na ACR

Marginal Effects

Conditional Effects

Variable Lambdal Variable LambdaA p F VIF
RFA 0.68 RFA 0.68 0.002 33.72 1020.0219
GD 0.65 GD 0.07 0.016 4.41 1164.6858
CICLO 0.55 PP 0.04 0.074 2.37 68.9613
PP 0.31 N 0.01 0.610 0.57 10.7720
N 0.05 CICLO -0.00 0.868  0.20 94.7970

continua



(continuacdo Anexo J)

ACR parcial - Decomposicao da variabilidade utilizando as variaveis RFA e CICLO

% Summary *** [RFA + CICLO]

Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0.693 0.049 0.199 0.034 1.000
Species-environment correlations 0.883 0.775 0.000 0.000
Cumulative % variance of species data 69.3 74.2 94.1 97.5
Cumulative % variance of species-environment relation 934 100.0 0.0 0.0
Sum of all eigenvalues 1.000
Sum of all canonical eigenvalues 0.742
**% Summary of Monte Carlo test **** Trace F-ratio P-value
Test of significance of all canonical axes 0.742 21.616 0.0020
*rkk Summary **** [RFA]
Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0.678 0.216 0.079 0.024 1.000
Species-environment correlations 0.873 0.000 0.000 0.000
Cumulative % variance of species data 67.8 89.4 97.4 99.8
Cumulative %variance of species-environment relation 100.0 0.0 0.0 0.0
Sum of all eigenvalues 1.000
Sum of all canonical eigenvalues 0.678
**+* Summary of Monte Carlo test **** Trace F-ratio P-value
Test of significance of all canonical axes 0.678 33.725 0.0020
*% Summary **** [CICLO]
Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0.550 0.366 0.058 0.023 1.000
Species-environment correlations 0.792 0.000 0.000 0.000
Cumulative %variance of species data 55.0 91.6 97.4 99.8
Cumulative %variance of species-environment relation 100.0 0.0 0.0 0.0
Sum of all eigenvalues 1.000
Sum of all canonical eigenvalues 0.550
**+* Summary of Monte Carlo test **** Trace F-ratio P-value
Test of significance of all canonical axes 0.550 19.586 0.0040
*% Summary **** [RFA+covariavel CICLO]
Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0.192 0.199 0.034 0.023 1.000
Species-environment correlations 0.744 0.000 0.000 0.000
Cumulative %variance of species data 42.7 86.9 94.4 99.5
Cumulative %variance of species-environment relation 100.0 0.0 0.0 0.0
Sum of all eigenvalues 0.450
Sum of all canonical eigenvalues 0.192
*% Summary of Monte Carlo test **** Trace F-ratio P-value
Test of significance of all canonical axes 0.192 11.181 0.0040
**+% Summary **** [CICLO + covariavel RFA]
Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0.064 0.199 0.034 0.023 1.000
Species-environment correlations 0.706 0.000 0.000 0.000
Cumulative %variance of species data 19.9 81.7 92.2 99.2
Cumulative %variance of species-environment relation 100.0 0.0 0.0 0.0
Sum of all eigenvalues 0.322
Sum of all canonical eigenvalues 0.064
**** Summary of Monte Carlo test **** Trace F-ratio P-value
Test of significance of all canonical axes 0.064 3.737 0.0420
Decomposicdo da vabriabilidade Sem CV._ Com CV Interacdo Partial variance
RFA 0.678 0.192 0.486 0.192
CICLO 0.550 0.064 0.486 0.064
Interac@o 0.486
Total variance 0.742




Anexo K — Detalhamento da andlise de componentes principais (ACP) do 6leo

essencial de Tagetes minuta L. em diferentes datas de colheita

Andlise de componentes principais (ACP) de amostras de 0leo essencial de Tagetes
minuta L. em condi¢cdo de cultivo em diferentes datas de colheita, considerando
apenas 0s compostos majoritarios (>1%).

*+% Summary ***ACP com 5 compostos majoritérios (>1%)
Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0.715 0.137 0.110 0.027 1.000
Cumulative percentage variance of speciesdata 715 852 96.1 98.8
Sum of all eigenvalues 1.000




Anexo L — Composi¢édo quimica dos compostos majoritarios e rendimento de 6leo
essencial de Tagetes minuta L. em diferentes datas de colheita e detalhamento da
analise canbnica de redundancia (ACR).

Epoca, data de colheita, percentual dos compostos majoritarios (>1%) em cada data de colheita e
rendimento de 6leo essencial de Tagetes minuta L.

Epoca Colheita

D-limoneno Cis-B-ocimeno Dihidrotagetona Trans-tagetona Cis-tagetona OErend

(%)
4-mai 5,25 25,48 26,98 5,86 32,47 3,61
11-mai 4,10 23,18 22,33 6,65 39,37 2,96
E1 17—ma@ 2,42 25,18 16,72 6,49 45,58 2,58
24-mai 1,70 23,87 8,78 4,56 57,90 4,22
31-mai 1,35 24,99 8,52 5,01 56,83 4,46
7-jun 1,36 27,76 8,39 4,61 54,42 3,47
4-mai 5,44 21,18 30,20 5,72 32,93 2,42
11-mai 2,46 26,04 17,19 6,12 45,61 2,24
E2 17-mai 4,74 25,52 20,47 6,97 38,09 2,45
24-mai 1,94 27,24 11,56 4,90 51,14 4,02
31-mai 2,20 28,93 14,47 5,45 44,78 4,12
7-jun 2,64 22,51 18,97 5,85 44,73 3,32
11-mai 2,16 24,44 15,46 6,03 48,87 2,78
17-mai 3,70 24,51 20,88 6,48 40,87 2,35
E3  24-mai 2,21 23,68 10,86 4,69 55,12 4,29
31-mai 1,58 26,55 8,46 5,03 54,96 3,87
7-jun 1,78 27,06 10,37 4,51 52,39 3,78
E4 7-jun 2,88 29,50 12,35 4,69 45,97 4,80

Variaveis ambientais explicativas em cada data de colheita Tagetes minuta L.

MST MSFLFH

Dia anterior e dia da colheita (+2D)

CICLO

Epoca Colheita DJC RFAacum  GDaoum  Tmméd ar PPacum
(kg ha!) (dias) (MJm=3) (°Cdia?) (°C) (mm)

4-mai 21,45 8,42 123 135 6,92 15,98 17,99 1,00
11-mai 16,20 6,93 130 142 6,63 6,57 11,60 0,75

E1 17—ma? 23,15 9,83 136 148 6,18 7,29 13,15 0,50
24-mai 14,00 5,07 143 155 3,15 13,45 16,73 0,25
31-mai 23,42 7,95 150 162 3,82 6,88 13,11 0,00

7-jun 27,13 9,57 157 169 2,41 4,31 12,19 11,90

4-mai 20,31 8,39 123 106 6,92 15,98 17,99 1,00
11-mai 13,02 6,28 130 113 6,63 6,57 11,60 0,75

E2 17-mai 21,20 9,48 136 119 6,18 7,29 13,15 0,50
24-mai 16,88 5,83 143 126 3,15 13,45 16,73 0,25
31-mai 19,75 7,63 150 133 3,82 6,88 13,11 0,00

7-jun 17,51 7,28 157 140 2,41 4,31 12,19 11,90
11-mai 6,07 3,35 130 87 6,63 6,57 11,60 0,75
17-mai 5,95 3,21 136 93 6,18 7,29 13,15 0,50

E3 24-mai 5,94 3,11 143 100 3,15 13,45 16,73 0,25
31-mai 7,82 4,06 150 107 3,82 6,88 13,11 0,00

7-jun 6,05 3,36 157 114 2,41 4,31 12,19 11,90

E4 7-jun 4,27 2,59 157 92 2,41 4,31 12,19 11,90

*MST, massa seca total; MSFLFH, massa seca de flores e folhas; DJC, dia juliano da colheita; RFAacum,
radiacdo fotossinteticamente ativa acumuada nos dias anterior e da colheita; GDacum, graus-dia
acumulados nos dias anterior e da colheita; Tnméd ar, média da temperatura média do ar nos dias
anterior e da colheita; PPacum, precipitacdo pluviométrica acumuada nos dias anterior e da colheita

continua...
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Efeitos marginais e condicionais, significancia (p<0,05) e fator de inflagdo da variéncia (VIF), antes e
apos forward selection, das variaveis explicativas utilizadas na ACR

Marginal Effects Conditional Effects VIF
Variable  Lambdal Variable LambdaA P F Without . With .
forward selection  forward selection
RFAacum 0.50 RFAacum 0.50 0.002 16.01 218.7179 1,6609
DJC 0.43 PPacum 0.07 0.096 2.30 11.7727 1.9286
MSFLFH 0.09 Tmméd 0.08 0.020 3.57 438.6612 1.2197
GDacum 0.08 GDacum 0.03 0.500 0.87 876.0240
PPacum 0.07 DJC 0.02 0.468 0.94 427.0453
Tmméd 0.06 Ciclo 0.01 0.848 0.31 5.5572
Ciclo 0.04 MSFLFH 0.02 0.520 0.70 41.8717
MST 0.03 MST 0.01 0.802 0.32 50.5602

*MST, massa seca total; MSFLFH, massa seca de flores e folhas; DJC, dia juliano da colheita; RFAacum,
radiacdo fotossinteticamente ativa acumuada nos dias anterior e da colheita; GDacum, graus-dia
acumulados nos dias anterior e da colheita; Tnméd ar, média da temperatura média do ar nos dias
anterior e da colheita; PPacum, precipitacao pluviométrica acumuada nos dias anterior e da colheita

ACR para a composicao dos compostos majoritarios (>1%) do 6leo essencial de Tagetes minuta L.
apos forward selectionutilizando RFAacum, PPacum € Tmméd como variaveis explicativas
*kkk Summary *kkk

Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues 0.574 0.071 0.009 0.153 1.000
Species-environment correlations 0.897 0.821 0.306  0.000

Cumulative percentage variance of species data 57.4 64.5 65.5 80.8

Cumulative percentage variance of species-environment relation ~ 87.7 98.6 100.0 0.0

Sum of all eigenvalues 1.000
Sum of all canonical eigenvalues 0.655
**xx Summary of Monte Carlo test **** Trace F-ratio P-value

Test of significance of all canonical axes 0.655 8.845 0.0020
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