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RESUMO

MARTINS, Elem Fialho, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2017. Interac¢oes
ecoldgicas da erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.) e seus artropodes visitantes.
Orientadora: Madelaine Venzon. Coorientadoras: Maira Christina Marques Fonseca e Maria
Augusta Lima Siqueira.

Os compostos quimicos presentes no oleo essencial de erva-baleeira (Varronia curassavica
Jacq.) podem estar envolvidos na defesa constitutiva da planta contra o ataque de fitofagos e a
favor de insetos benéficos, como predadores, parasitoides e polinizadores. Neste trabalho
estudou-se a possivel relagdo entre a ocorréncia de artrépodes visitantes de erva-baleeira e
compostos volateis, bem como o servigo da polinizacdo, visando a possivel classificagdo da
erva-baleeira como candidata a planta “companheira” de outras culturas principais. O trabalho
foi dividido em dois capitulos. No capitulo 1 avaliou-se os artropodes visitantes nas
inflorescéncias de erva-baleeira ao longo do dia, bem como a importancia da poliniza¢do € o
teor/composi¢do de 6leo essencial de folhas de erva-baleeira coletadas em diferentes horarios.
No capitulo 2 avaliou-se o efeito de formigas presentes nas inflorescéncias para a frutificagao
da erva-baleeira. Os artropodes encontrados com maior abundancia foram predadores,
seguido de fitéfagos, polinizadores, saprofagos e parasitoides. Com o isolamento das
inflorescéncias, impedindo o acesso de polinizadores, descobriu-se que a erva-baleeira ¢
dependente da polinizagdo, pois ndo ocorreu formagdo de frutos. A maioria dos compostos
identificados no oleo essencial de erva-baleeira, demonstra frequéncia entre as amostras
coletadas em diferentes horarios. Porém, ndo houve diferenca significativa no teor de 6leo
essencial extraido de folhas de erva-baleeira em diferentes horarios, nem mesmo no teor de
cada composto identificado. A atratividade de insetos visitantes da erva-baleeira nao foi
diretamente ligada a variacdo nas concentracdes dos compostos nem mesmo a variacao do
teor de 6leo essencial ao longo do dia. Um maior nimero de frutos maduros foi coletado em
inflorescéncias sem o acesso de formigas. Porém, ndo houve diferenga significativa no peso
dos frutos maduros originados das inflorescéncias com ou sem acesso as formigas. Conclui-se
que a erva-baleeira apresenta uma complexa associacdo com artropodes mediada pelo
fornecimento de recursos e que estas associagdes refletem no fitness da planta. Além disso,
este estudo indica a erva-baleeira como forte candidata para plantio consorciado com outras

culturas.
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ABSTRACT

MARTINS, Elem Fialho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2017. Ecological
interactions of the “erva-baleeira” (Varronia curassavica Jacq.) and its visiting
arthropods. Adviser: Madelaine Venzon. Co-advisers: Maira Christina Marques Fonseca and
Maria Augusta Lima Siqueira.

The essential oil of “erva-baleeira” (Varronia curassavica Jacq.) contains chemical
compounds that may be involved in the constitutive defense of the plant against phytophagous
insects. Also these compounds may attract beneficial insects such as predators, parasitoids and
pollinators. In this work we studied the interactions between the visiting arthropods of “erva-
baleeira” and its volatile compounds, as well as the pollination, aiming to foment the use of
“erva-baleeira” as a companion plant for other main crops. These work was divided into two
chapters. In chapter 1, we evaluated the visiting arthropods in the inflorescences of “erva-
baleeira” throughout the day, as well as the importance of the pollination and the
content/composition of essential oils in the leaves collected at different times of the day. In the
Chapter 2 we evaluated the effect of ants visiting the inflorescences over the fruitification of
“erva-baleeira”. The most abundant arthropods guild found was predators, followed by
phytophagous, pollinators, saprophagous and parasitoids. From the isolation of the
inflorescences, preventing the access of pollinators, we found that “erva-baleeira” is
dependent on pollination, since no fruit formation occurred. Most of the compounds identified
in the essential oil of “erva-baleeira” occurred frequently between samples collected at
different times. However, there was no significant difference in the content of essential oil
extracted from leaves of “erva-baleeira” at different times, not even in the quantity of each
identified compound. The attractiveness of insects visiting “erva-baleeira” not directly linked
to the variations in the concentrations of the compounds nor even to the variation of the
essential oil content throughout the day. Inflorescences without the access of ants produced
more ripe fruits. However, there was no significant difference in the weight of the ripe fruits
originated from the inflorescences with or without the access of ants. We concluded that
“erva-baleeria” has a complex association with arthropods mediated by the supply of
resources and these associations reflect in the plant fitness. In addition, this study indicates the

“erva-baleeira” as a promising candidate for planting intercropped with other crops.
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INTRODUCAO GERAL

A erva-baleeira Varronia curassavica Jacq., também conhecida como catinga-de-
bardo, catinga preta, salicinia ou cordia (LORENZI & MATOS, 2002; GASPARINO &
BARROS, 2009) pertencente a familia Cordiaceae, ¢ uma planta arbustiva aromatica,
perene, nativa do Brasil e que apresenta propriedades medicinais, com atividade terapéutica
comprovada (ANVISA, 2004). As folhas sao utilizadas na medicina popular devido as suas
propriedades anti-inflamatoria, analgésica e cicatrizante (LORENZI & MATOS, 2008).
Delas sao extraidos 6leos essenciais, que sao compostos volateis e podem também estar
presentes nas flores, casca, raizes e sementes. Os 6leos essenciais naturais sdo misturas
muito complexas que podem conter varios componentes em concentragdes variaveis. Sao
caracterizados por dois ou trés componentes majoritdrios com concentragdes bastante
elevadas (20 a 70%) quando comparados com os outros componentes minoritarios
(BAKKALI et al, 2008). Em geral, os oleos volateis ndo sdo muito estaveis,
principalmente em presenca de O2, luz, calor e umidade (SIMOES & SPITZER, 2004).
Seus constituintes podem ter cadeias carbonicas como hidrocarbonetos terpénicos ou
fungdes como aldeidos, fendis, éteres, 6xidos, peroxidos e acidos organicos até compostos
com enxofre em diferentes concentragcdes (COSTA et al., 2008). Os oleos essenciais,
também sao conhecidos como compostos secundarios, que sdo substancias que participam
diretamente das interacdes bioquimicas de comunicacdo entre as plantas e os varios
organismos vivos no sistema ambiental (SALISBURY & ROSS, 1992). De acordo com
MARTINS et al (2003) atribui-se aos oleos essenciais as atividades de atragcdo de insetos
polinizadores, regulacdo da transpiracdo, defesa contra herbivoria, dentre outros. Alguns
compostos presentes no oOleo essencial da erva-baleeira, estdo envolvidos na defesa
induzida em outras plantas. Esta defesa induzida se da quando a planta expressa resisténcia

contra o herbivoro somente apos a injuria, podendo atuar diretamente sobre os herbivoros



ou inimigos naturais (THALER et al. 1999). Estes mesmos compostos também podem
atuar na defesa constitutiva da planta, que se da quando a planta expressa resisténcia de
forma continua e nao depende da presenga ou agdo de herbivoros (THALER et al. 1999). O
conhecimento sobre a funcdo dos volateis emitidos em forma constitutiva nas interagdes
planta-herbivoro tem permitido o uso de plantas armadilhas e plantas repelentes na reducao
da pressdo de pragas na cultura principal (ZARBIN et al., 2009). O emprego de culturas
companheiras que possam garantir importantes servicos de ecossistema, como a
polinizagdo e o controle biologico de populagdes de herbivoros, através do fornecimento de
recursos alimentares para inimigos naturais e polinizadores e que atraiam populacdes dos
insetos herbivoros (cultura armadilha) pode representar uma estratégia efetiva para o
controle de pragas nos agroecossistemas (GURR et al., 2012). A selecdo de plantas para a
diversificacdo do agroecossistema visando proteger e incrementar a abundancia de inimigos
naturais especificos a fim de diminuir o efeito das pragas ¢ uma das estratégias utilizadas
no controle bioldgico conservativo (HAJEK, 2004). De acordo com WILBY & THOMAS
(2002), em curto prazo, o controle bioldgico suprime danos causados por pragas e melhora
a produ¢do, enquanto a longo prazo mantém um equilibrio ecoldgico que impede os
herbivoros de atingirem um status de praga. Isso acontece porque a introdu¢do de plantas
companheiras no agroecossistema pode fornecer aos inimigos naturais, refiigio contra
predadores intraguilda, microclima favoravel, maior disponibilidade de presas e alimentos
alternativos, tais como pdlen e néctar (FINKE & DENNO 2006, ROBINSON et al., 2008).
A polinizagdo ¢ um mecanismo reprodutivo vegetal que envolve o transporte de polen
entre individuos de plantas com flores, sendo que este transporte pode ser realizado por
mecanismos abidticos, como o vento, e bidticos (SCHOWALTER, 2006). Os mecanismos
bioticos de polinizagdo sdo animais, € os insetos sdo os principais polinizadores da maioria

de espécies de plantas nos tropicos (HERRERA & PELLMYR, 2002). A fecundagdo



cruzada, também garantida por polinizadores, possibilita a manutencdo ou o aumento do
vigor hibrido das espécies pela ocorréncia de novas combinagdes de genes codificadores de
caracteres de interesse agrondmico, como por exemplo a producdo de metabolitos
secundarios, como os flavonoides (FACANALI et al., 2009). Portanto, a interferéncia
negativa na polinizac¢do, pode afetar negativamente no fitness da planta. A polinizacdo de
plantas cultivadas depende do manejo da cultura e da qualidade dos habitats adjacentes
(KLEIN et al., 2003). Logo, a introducdo de plantas nativas e culturas companheiras
proximas ao plantio principal, por exemplo, pode fornecer os recursos alimentares e a
diversidade ndo contidas em agroecossistemas convencionais. No entanto, faz-se necessario
a selecdo de plantas adequadas a manutencao de servicos de ecossistema promovidos por
inimigos naturais e polinizadores. Para tanto a selecdo das plantas deve levar em
consideragdo a adequagdo ao sistema de cultivo e o fornecimento de recursos para inimigos
naturais (AMARAL et al., 2013). O conhecimento das interacdes entre a planta a ser
empregada e os insetos de diferentes guildas garante o sucesso da diversificacdo do
ambiente e o consorciamento de culturas (LANDIS et al., 2000; WACKERS et al., 2005).
Visando a geragdo de informagdes sobre as interacdes entre a erva-baleeira e as
comunidades de artropodes em agroecossistemas, neste trabalho foram estudados os
visitantes florais da erva-baleeira, o efeito desses visitantes na sua polinizacdo e
frutificacdo, além da analise do seu 6leo essencial. No primeiro capitulo, investigou-se em
campo a variagdo da abundiancia de artropodes visitantes ao longo do dia nas
inflorescéncias, bem como a importancia da polinizacdo para a erva-baleeira. Também foi
realizada a quantificacdo do teor de 6leo essencial de erva-baleeira em diferentes horarios
de coleta, bem como o estudo qualitativo e quantitativo do 6leo essencial presente, para
estudar a possivel ligacdo entre teor/composi¢do do 6leo essencial e atragdo de artrépodes

para as plantas de erva-baleeira. No segundo capitulo, investigou-se a interferéncia de



formigas na poliniza¢do da erva-baleeira.

Os conhecimentos gerados a partir destes estudos podem elucidar as intera¢des entre
a erva-baleeira e a comunidade de artropodes locais. Além disso, estes estudos podem
fornecer bases para a otimizagdo do cultivo da erva-baleeira e seu consdrcio com outras

culturas a fim de auxiliar no controle de pragas em agroecossistemas.
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CAPITULO 1

Compostos volateis de 0leo essencial de erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.)

como possiveis mediadores da atracido de polinizadores e outros artropodes

RESUMO - Os compostos quimicos presentes no oleo essencial de erva-baleeira (Varronia
curassavica), podem estar envolvidos na defesa constitutiva da planta contra o ataque de
fitéfagos e envolvidos na atragdo de insetos benéficos, como predadores, parasitoides e
polinizadores. Para entender a possivel correlagdo entre os compostos quimicos presentes
no oleo essencial da erva-baleeira e seus artropodes visitantes, bem como a importancia da
polinizagdo para a erva-baleeira, foram realizadas coletas de insetos nas inflorescéncias,
bem como colheitas de folhas de erva-baleeira para extracdo do Oleo essencial, no
Municipio de Oratorios-MG, em diferentes horarios do dia. Os artrépodes coletados em
inflorescéncias de erva-baleeira e os compostos quimicos presentes no dleo essencial foram
identificados em laboratério. Os predadores foram os mais abundantes, seguido de
fitofagos, polinizadores, saprofagos e parasitoides. Com o isolamento das inflorescéncias,
impedindo o acesso de polinizadores, descobriu-se que a erva-baleeira ¢ dependente da
polinizagdo, pois ndo ocorreu formagao de frutos. A maioria dos compostos identificados
no 6leo essencial de erva-baleeira, demonstrou frequéncia entre as amostras coletadas em
diferentes horarios e ndo houve diferenca significativa no teor de 6leo essencial extraido
das folhas em diferentes horarios, nem mesmo no teor de cada composto identificado. A
atratividade de artrépodes visitantes da erva-baleeira ndo foi relacionada diretamente a
variagdo da composicao, teor de 6leo essencial, nem mesmo a variacdo do teor de cada
composto presente no oleo essencial durante o dia. Este estudo nos permite indicar a erva-
baleeira como forte candidata para plantio consorciado com outras culturas.

Palavras-chave: 6leo essencial, visitantes e inflorescéncias.



INTRODUCAO

Os o6leos essenciais das plantas sao misturas complexas que podem conter de 20 a 60
componentes em concentracdes diferentes. Sao caracterizados por dois ou trés
componentes principais com concentragdes bastante elevadas (20-70%) quando
comparados com o0s outros componentes minoritarios (BAKKALI et al., 2008).
Dependendo da espécie de planta, os Oleos essenciais podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, como por exemplo, pélos glandulares, células do parénquima
diferenciadas e canais oleiferos. Estes metabolitos podem estar estocados nas folhas, flores,
cascas do caule, raizes, rizomas, frutos ou sementes. A composi¢ao quimica, bem como
caracteres fisico-quimicos e odores destes 6leos, podem ser diferentes em cada 6rgao da
planta (SIMOES & SPITZER., 2003). De acordo com MARTINS et al. (2003), atribui-se
aos Oleos essenciais as atividades que envolve a atracdo de insetos polinizadores, regulacao
da transpiragdo, defesa contra herbivoria, entre outros.

A erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.) ¢ uma planta nativa do Brasil e que
possui em suas folhas 6leos essenciais, os quais sao utilizados na medicina popular devido
as suas propriedades anti-inflamatoria, analgésica e cicatrizante (LORENZI & MATOS,
2008). Por ser uma planta ainda ndo domesticada, a erva-baleeira ndo possui um padrdo de
florescimento e floresce o ano inteiro. Tem sido observada a ocorréncia de diversos
artropodes em suas inflorescéncias (FONSECA, M.C.M. observagio pessoal, BRANDAO
et al. 2015). No entanto, ndo se sabe ao certo, quais sao os fatores que podem contribuir
para a atracdao de insetos, bem como a importancia da polinizacdo por insetos para essa
planta.

Os insetos utilizam os odores para desempenhar suas fungdes vitais como localizagao
de presas, defesa e agressividade, selecao de plantas hospedeiras, escolha dos locais para

oviposi¢do, corte ¢ acasalamento (TEGONI et al., 2004). O conhecimento das diferentes



interagdes mediadas por volateis pode contribuir para o entendimento da presenca da
comunidade de artrépodes encontrados nas plantas. VENTRELLA e MARINHO (2008),
estudando a morfologia e a histoquimica dos tricomas da erva-baleeira, observaram que
esta espécie possui tricomas glandulares e ndo-glandulares em ambas as superficies
foliares. Em observacdes feitas em laboratorio, com ajuda de estereomicroscopio com
aumento de 8x, verificou-se a presenga de tricomas também nas sépalas e em todo o eixo
onde as inflorescéncias de erva-baleeira estdo inseridas (MARTINS, E.F, obs. pessoal). Os
tricomas glandulares sdo de dois tipos, os secretores globulares e os reniformes, sendo que
os tricomas globulares em erva-baleeira armazenam o dleo essencial (VENTRELLA e
MARINHO 2008). Os tricomas glandulares s3o estruturas histologicas de estocagem
superficial. Os volateis contidos nestas estruturas podem ter sua liberagdo desencadeada por
fatores exogenos, tais como, temperatura, umidade relativa, radiagdo solar, ventos ou pelo
simples contato de artropodes (SIMOES et al 2001; SIMMONS et al 2004).

Os inimigos naturais respondem aos volateis de forma especifica (CLAVIJO
McCORMICK et al.,, 2012). Possivelmente, a especificidade ¢ mais importante para
inimigos naturais especialistas ou oligéfagos (CLAVIJIO McCORMICK et al., 2012). A
mistura de volateis induzida pode variar quantitativamente (quando héd incremento dos
mesmos compostos) ou qualitativamente (quando ha inducdo de compostos novos) daquela
emitida por plantas danificadas mecanicamente (DICKE et al., 1999).

De acordo com BRANDAO et al., (2015) a erva-baleeira foi classificada como planta
al6gama facultativa, a qual possui a combinagao de dois sistemas reprodutivos, podendo ser
autofecundada ou mesmo produzir frutos por fecundacio cruzada. O estudo dos visitantes
florais viabiliza o conhecimento da interacdo planta-polinizador, ¢ a sua relacio com
mudancas no ambiente abidtico (MOURA et al., 2007). Além disso, o estudo da

polinizagdo em plantas alégamas facultativas, ¢ importante para entender o quanto este



servigo de ecossistema pode influenciar no fitness destas espécies.

Estudos envolvendo volateis liberados pela erva-baleeira poderdo ajudar a entender a
possivel relagdo entre o nimero e a diversidade de insetos que visitam esta planta. Além
disso, o conhecimento referente a variagdo da abundancia e diversidade da comunidade de
artropodes visitantes, bem como as fung¢des que estes artropodes podem desempenhar no
agroecossistema, poderd indicar a erva-baleeira como uma possivel candidata para ser
utilizada como planta companheira de outras culturas principais. Considerando o exposto,
objetivou-se com este trabalho estudar a abundancia e diversidade dos visitantes nas
inflorescéncias da erva-baleeira, avaliar a importancia da polinizagdo entomofila, verificar
se existem diferencas no teor e composicao de 6leo essencial em diferentes horarios de
coleta de folhas de erva-baleeira e se essas possiveis diferengas no teor € composi¢cdo de

6leo essencial podem estar relacionadas a variacdo dos insetos visitantes durante o dia.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

As plantas de erva-baleeira (V. curassavica) utilizadas no experimento de campo se
encontravam estabelecidas, desde 2014, no municipio de Oratorios-MG (Latitude 20° 25'
50" S e longitude 42° 48' 20" W) no Campo Experimental Vale do Piranga, pertencente a
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG). No total eram 442 plantas
inseridas em uma area de 221 m? (17 X 13 m) em espagamento de 1,0 m (entre linhas) x 0,5
m (entre plantas). O experimento teve inicio em meados de outubro de 2016 e término em
maio de 2017, em trés estacdes do ano, compreendendo parte da primavera, todo o verdo e
parte do outono.

Coleta e Identificacio de visitantes florais

Os visitantes florais foram coletados diretamente nas inflorescéncias da erva-baleeira.

A coleta foi feita por dois avaliadores que observaram durante 5 minutos um ramo com
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inflorescéncia aberta, selecionado aleatoriamente dentro da area experimental. O mesmo
nimero de plantas foi observado em cada face do plantio, para que ndo houvesse
interferéncia da incidéncia de luz nas coletas. Apds a avaliacdo, a inflorescéncia avaliada
foi marcada com barbante. A cada data de coleta, realizada uma vez por semana, um grupo
de plantas foi avaliado e as observacdes foram feitas em inflorescéncias diferentes. Apos 5
minutos de observacao e coleta, cada avaliador selecionava aleatoriamente outro ramo com
inflorescéncia, em outra planta. Cada avaliador observou 10 inflorescéncias em um
intervalo de 2 horas, totalizando 20 inflorescéncias avaliadas por periodo. As avaliagdes
foram feitas entre 08:00 ¢ 18:00 horas. Antes das 8:00 da manha as flores se encontravam
fechadas, impossibilitando as coletas antes deste horario. A partir das 17:00 ja se observava
a senescéncia de grande parte das flores. Cada horario de coleta representou um tratamento
(8:00; 10:00; 12:00; 14:00; 16:00) com 20 repeticdes. As observagdes e coletas foram feitas
em 10 dias, no periodo de outubro de 2016 a abril de 2017.

Todos os visitantes florais que apareceram nas inflorescéncias do ramo selecionado
foram capturados com sugador, feito com mangueira transparente, armazenados em potes
plasticos e levados para o laboratorio de Entomologia da EPAMIG Sudeste, onde foram
armazenados em alcool 70%. As abelhas foram congeladas para facilitar a montagem e
identificacdo. Apos a identificagdo os individuos foram agrupados nas seguintes guildas:
predadores, parasitoides, polinizadores, fitéfagos e saprofagos. Esse agrupamento facilita o
entendimento dos resultados referentes a interacdo da erva-baleeira e seus visitantes florais.

Importancia da polinizaciao para erva-baleeira

Para avaliar o quanto a polinizagdo entomofila pode influenciar na produgdo dos
frutos de erva-baleeira, 30 ramos com inflorescéncias foram isolados com um saco de
tecido do tipo voil (13 x 6,5 cm). Este tecido permite a entrada de luz e ar, mas impede a

entrada de insetos. Na mesma planta, foram marcadas com linha colorida duas
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inflorescéncias. Uma inflorescéncia foi deixada aberta para o livre acesso de polinizadores
e a outra foi isolada pelo saco de voil. Desta forma o experimento consistiu de dois
tratamentos (inflorescéncia livre e isolada). Ao todo foram selecionadas 30 plantas com
duas inflorescéncias marcadas, totalizando 60 inflorescéncias. Como a erva-baleeira ndo
apresenta um padrdo de florescimento e frutificagdo, selecionou-se somente as
inflorescéncias que apresentavam formacao de botdes florais, desta forma garantiu-se a
utiliza¢do de flores ndo polinizadas. Avaliagdes dos ramos contendo inflorescéncias abertas
foram realizadas semanalmente, tanto para ramos livres como para ramos isolados. O
desenvolvimento dos frutos de ramos livres e isolados foi visualmente acompanhado

semanalmente.

Rendimento e composicio do d6leo essencial de erva-baleeira

Colheita de folhas

Para avaliar se o teor e a composi¢ao de dleo essencial da erva-baleeira variam
durante o dia e se essa variacdo pode interferir na atragdo de insetos, foram feitas colheitas
de folhas de erva-baleeira para extragdao do dleo essencial em 10 plantas em trés diferentes
horéarios (8:00; 12:00; 16:00), sendo cada hordrio um tratamento. As colheitas de folhas nao
puderam ser realizadas em menor intervalo devido a falta de mao-de-obra, pois a cada
horéario de colheita, era necessario colocar as folhas em estufa, para que os compostos
presentes no Oleo essencial ndo fossem perdidos por volatilizagdo e este processo ¢
demorado. As colheitas foram mensais, realizadas em janeiro, fevereiro, marco e abril de
2017. Colheita de folhas e coleta de insetos no mesmo dia ndo eram viaveis, devido a mao-
de-obra necessaria e a possivel interferéncia na visitagdo dos insetos, uma vez que as
plantas eram manipuladas para que a colheita fosse realizada. As folhas foram coletadas de
plantas escolhidas ao acaso, colhendo-se aproximadamente 100 g de folhas por planta.

Apo6s cada coleta, as folhas foram pesadas para se obter o peso da matéria fresca. Em
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seguida, as folhas foram acondicionadas em sacos de papel craft e levadas para estufa de
secagem onde foram mantidas sob uma temperatura de 40 °C (SILVA & CASALLI, 2000).
Durante o processo de secagem as folhas foram pesadas diariamente. Quando as amostras
registraram um peso constante (perda maxima de agua), cada uma foi pesada para se obter
o peso do material seco. Logo apds, cada saco de papel com as amostras foi embalado
separadamente em embalagem de polietileno e vedado. Em seguida, as amostras foram
levadas para o Laboratério de Plantas Medicinais da EPAMIG em Vigosa-MG para a
extragdo do o6leo essencial da erva-baleeira.

Extracao do dleo essencial

A extragdo foi feita utilizando-se o método de hidrodestilagdao de arraste a vapor, em
sistema do tipo Clevenger adaptado a um baldo de fundo redondo de 200 mL (MING et al.,
1996). Para cada extragcdo utilizou-se uma amostra composta de 30 g de folhas secas,
obtidas de trés amostras diferentes de cada tratamento no mesmo dia e horério de coleta
(sendo 10 g de cada), acrescidos de 50 mL de 4gua destilada (MING et al., 1996). Neste
processo, o material foi imerso em 4gua, aquecido até entrar em ebuli¢do, resultando na
formagdo de vapor d’agua e arraste dos compostos volateis até o sistema de condensacdo,
sendo que o dleo essencial permanece separado da dgua por diferenca de densidade. Cada
extragcdo teve duracdo de 2 horas e 30 minutos apos o inicio da ebulicdo. O solvente
utilizado para as extragdes foi o Pentano (Cs Hi2). Apds a extracdo, cada amostra foi
colocada em funil de separagdo com adicdo de 20 mL de pentano. O composto obtido pela
hidrodestila¢do consistia de hidrolato e pentano-6leo. As amostras foram agitadas 10 vezes
a fim de promover a liberacdo do gas formado dentro do baldo. Essa agdo foi repetida trés
vezes para cada amostra. A separa¢do do hidrolato e do pentano-6leo se deu pela diferenga
de densidade dos dois compostos. O hidrolato e o pentano-6leo foram recolhidos em

diferentes recipientes. O pentano-oleo retirado do funil de separagdo foi reservado em um
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Becker (50 mL). O hidrolato retirado foi retornado ao funil de separagdo para a adicao de
20 mL de pentano, a fim de se extrair quantias residuais de 6leo essencial. Apds a terceira
repeti¢do deste processo o hidrolato foi descartado. Carbonato de sodio anidro em excesso
foi adicionado no Becker pentano-6leo até o material deslizar no fundo do recipiente, com
a finalidade de retirar qualquer quantidade de 4gua contida nas amostras. Depois de alguns
minutos em repouso, a solucdo foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo a 30°C,
sob pressdo reduzida até a reducdo expressiva do volume do solvente. O 6leo obtido foi
transferido para um frasco de 5 mL de peso conhecido, aberto em temperatura ambiente até
evaporacdo total do solvente (aproximadamente 24 horas). Ao final do processo, o frasco
foi pesado em balanca analitica, sendo os resultados expressos em porcentagem de 6leo em
relacdo a matéria seca do produto (% m.s.). Apds todo o procedimento de extragdo, os
frascos contendo oOleo essencial da erva-baleeira foram devidamente vedados e
armazenados freezer (-20 °C) para posterior analise cromatografica.

Determinacio da composicao do 0leo essencial

Para a determinacdo da composi¢do quimica do 6leo essencial da erva baleeira, uma
aliquota de 20 mg de dleo essencial de cada amostra foi isolada em frasco de 2 mL,
acrescidos de 1,5 mL de diclorometano (CH,Cl,). Os frascos contendo 6leo essencial de
erva-baleeira e diclorometano foram enviados ao Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da Unicamp, seguindo o procedimento descrito
por ADAMS (2007).

Analise qualitativa dos constituintes do 6leo essencial

A identificacdo dos constituintes do 6leo essencial foi realizada em cromatografo a
gés acoplado ao espectrometro de massas (GC-MS), em equipamento Shimadzu, modelo
QP 5050A, com detector seletivo de massa. Foi utilizada uma coluna cromatografica SE54

de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro e 0,25 um de espessura de poro. O gas
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hélio foi utilizado como carreador a um fluxo de 1,8 mL min-1. A razdo de split utilizada
foi de 1:5 e o tempo de corte do solvente de 4 min. A temperatura no injetor foi de 220 °C e
de 240 °C no detector. A temperatura inicial da coluna foi mantida a 40 °C por 2 min, sendo
programada para ter acréscimos de 3 °C a cada min até atingir a temperatura maxima de
240 °C, na qual foi mantida por mais 5 min. Foram detectados no espectrdmetro de massas
somente ions com a razdo carga massa m/z entre 40 e 500. O volume da amostra injetado
foi de 5 pL, na concentracdo de 10.000 ppm, utilizando como solvente o diclorometano. Na
identificacdo dos compostos foi realizada a comparagdo dos espectros obtidos com os
registrados no banco de dados do equipamento e avaliacdo dos indices de Kovats (IK)
calculados e comparados com os descritos na literatura (ADAMS, 2007). Utilizou-se a
Equagdo 1, descrita por COLLINS et al., (1997), para calcular o IK de cada constituinte do

oleo essencial

Logt's«— Logty,

IK =100 x NC + 100 x —— , (Eq. 1)
Logtr(z.+1)~ Logtyy
Em que:
IK = indice de Kovats (adimensional);
NC = natmero de carbonos do hidrocarboneto, imediatamente, anterior ao

componente avaliado;

t’RX = tempo de retengdo do componente avaliado;

t’RZ = tempo de retengdo do hidrocarboneto, imediatamente, anterior ao componente
avaliado; e

t’'R(Z+1) = tempo de retengdo o hidrocarboneto, imediatamente, posterior ao
componente avaliado.

Pode-se observar na (Eq. 1) que, para o calculo do indice de Kovats foi necessaria a
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injecdo de uma mistura de hidrocarbonetos (C7 a C30), em que os respectivos tempos de

reten¢do serviram de base para o calculo do IK dos componentes dos 6leos essenciais.

Analise quantitativa dos constituintes do 6leo essencial

Os constituintes do 6leo essencial foram analisados quantitativamente utilizando-se
cromatografo a gads Shimadzu GC-17A acoplado ao detector de ionizagdo de chama (GC-
FID), utilizando-se coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria SPB5 de 0,25 pm
de espessura do poro, 30 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno. Foi utilizado o
nitrogénio como gas carreador a um fluxo de 1,8 mL min-1, temperatura no injetor de 220
°C e temperatura no detector de 240 °C. A temperatura inicial da coluna foi mantida a 40 °C
por 4 min, sendo programada para ter acréscimos de 3 °C a cada minuto, até atingir a
temperatura maxima de 240 °C, na qual foi mantida por mais 3 min. O volume da amostra
injetado foi de 5 plL, na concentragdo de 10.000 ppm, utilizando como solvente o
diclorometano. Utilizou-se o método de normalizagdo em que o valor total das areas dos

picos foi considerado 100% e a porcentagem de cada sinal calculada por meio de sua area.

Analises estatisticas

A variagdo da abundancia de artropodes de diferentes guildas ao longo dos horarios
de coleta foi analisada através de Modelos Lineares Generalizados (GLM), ajustado a uma
distribuicao de Poisson. A abundancia de artropodes coletados nas inflorescéncias da erva-
baleeira foi empregada no modelo como varidvel resposta. Os horarios de coleta
representaram as variaveis explicativas do modelo. As médias da abundancia de artrépodes
nos diferentes horarios de coleta, bem como as interagdes entre as varidaveis foram
comparadas por meio de Analise de Variancia (ANOVA). O teor de 6leo das folhas de erva-
baleeira coletadas em diferentes horarios e datas foi comparado por meio de Analise de
Variancia (ANOVA). A representacdo das médias do teor de 6leo essencial ¢ dado através

da proporcdo de oleo em relagdo a matéria seca do produto (% 30 g). O teor de cada
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composto identificado no 6leo essencial das folhas de erva-baleeira coletadas em diferentes

horarios e datas foi comparado por meio de Analise de Varidncia (ANOVA).

RESULTADOS

Importancia da polinizagdo para erva-baleeira

As inflorescéncias ensacadas com saco de voil ndo apresentaram formagdo de
frutos enquanto as inflorescéncias onde foi permitido o livre acesso de polinizadores
tiveram frutos formados. Nao foram feitas andlises estatisticas para esse experimento
devido a falta de dados para comparagdo entre os tratamentos. O desenvolvimento dos
frutos, observados apenas nas inflorescéncias com livre acesso de polinizadores, foram
acompanhados visualmente a cada semana, porém o ntimero de frutos formados nio foi

anotado.

Visitantes florais da erva-baleeira
No total foram coletados 517 visitantes florais na erva-baleeira, pertencentes a classe

Arachnida e Insecta, sendo a tltima representada por 4 ordens (Tabela 1).

Tabela 1. Relacao das ordens dos artropodes coletados com suas respectivas abundancias

em erva-baleeira, Oratorios, 10/2016-04/2017. N= ntimero de individuos coletados.

Ordens de artropodes coletadas em diferentes datas

Taxa 28/10 03/11 10/11 25/11 02/12 07/12 25/01 21/02 08/03 05/04 N
Araneae 3 2 3 2 3 1 0 3 3 1 21
Coleoptera 20 15 8 12 13 18 8 4 6 2 106
Diptera 5 5 6 2 1 0 6 13 8 5 51
Hemiptera 3 3 4 3 4 7 2 6 6 5 43

Hymenoptera 28 32 27 52 24 34 38 20 23 18 296
Abundéncia 59 57 48 71 45 60 54 46 46 31 517
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Quase todos os individuos foram classificados em nivel de familia (Tabela 2) e no

caso de Formicidae e Apidae, os individuos foram identificados em nivel de género e

espécie (Tabelas 3 e 4). O grupo dos predadores foi o que apresentou maior abundancia,

com um total de 246 individuos coletados, sendo que aranhas e formigas também foram

inseridas nesta contagem. Os fitofagos somaram 143 individuos coletados, seguidos de

polinizadores, saprofagos e parasitoides, com respectivamente 70, 39 e 19 individuos

coletados (Tabela 2).

Tabela 2. Relagdo de ordem e familia de artropodes coletados em erva-baleeira, separados

por guildas (N= niimero de individuos coletados).

Ordem Familia Guildas N
Aranaidae Predadores 3
Araneac Clubionidae Predadores 1
Salticidae Predadores 5
Thomisidae Predadores 12
Chrysomelidae  Fitofagos 20
Coccinellidae Predadores 3
Curculionidae Fitoéfagos 19
Coleoptera Elateridae Fitofagos 2
Lagriidae Fitofagos 2
Nitidulidae Fitofagos 1
Outros Fitofagos 59
Bibionidae Saprofagos 1
Bombyliidae Predadores 1
Caliphoridae Saprofagos 3
Diptera Muscidae Saprofagos 5
Sarcophagidae Saprofagos 32
Stratiomyidae Saprofagos 1
Tephritidae Herbivoros 8
Hemiptera Anthocoridae Predadores 2
Aphididae Fitéfagos 2
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Cicadellidae Fitéfagos 5
Coreidae Fitoéfagos 1
Miridae Fitoéfagos 20
Pentatomidae Fitofagos 2
Reduviidae Predadores 11
Apidae Polinizadores 70
Braconidae Parasitoides 3
Chalcididae Parasitoides 2
Eulophidae Parasitoides 5
Hymenoptera Euryt.c.>midae Paras?to%des 4
Evaniidae Parasitoides 1
Figitidae Parasitoides 2
Formicidae Predadores 19
Pteromalidae Parasitoides 2
Vespidae Predadores 17

Tabela 3. Abundancia das espécies de formigas coletadas em erva-baleeira, Oratorios,

2016-2017. N= namero de individuos.

Espécies de formiga N
Camponotus sp.1 70
Brachymyrmex sp.1 69
Crematogaster sp.1 36

Camponotus crassus
Camponatus personatus 4
Linepithema neotropicus

Cephalotes pusillus 1

Abundancia acumulada 190
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Tabela 4. Abundancia de abelhas coletadas em erva-baleeira, Oratorios, 2016-2017. N=

namero de individuos.

Espécies de abelhas N
Apis mellifera 59
Trigona spinipes 6
Friesella schrottkyi 2
Schwarziana quadripunctata 1
Augochlopsis sp. 1
Augoghlora 1
Abundancia acumulada 70

Fitéfagos, polinizadores, predadores e parasitoides apresentaram abundancias
diferentes ao longo do dia (Figura 1), quando comparadas umas as outras (Modelo Linear
Generalizado; t= 5,89; p<0,05). A abundancia de fitofagos variou ao longo das horas de
coleta, sendo que entre oito e 10 horas ocorreram em maior quantidade e diminuiram ao
longo do dia (Modelo Linear Generalizado; t= 5,89; p<0,05). A abundancia de
polinizadores variou ao longo dia, sendo que a ocorréncia de polinizadores foi maior as
12:00 horas em comparagdo com os demais horérios (andlise de contraste; 12h= 2,10;
[8,10,14,16]=1,25; z= 2,25; p= 0,01). A abundancia de predadores também variou ao longo
do dia, sendo que na parte da manhd ocorreu em maior quantidade (Modelo Linear
Generalizado; t=2,17; p= 0,03). A abundancia de parasitoides ndo teve variagdo ao longo do

dia (p>0,05).
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Figura 1. Variagdo da abundancia de fitéfagos (Modelo Linear Generalizado; t= 5,89;
p<0,05), polinizadores (Modelo Linear Generalizado; t= 0,74; p= 0,003; maior abundancia
de polinizadores as 12:00, analise de contraste; 12h=2,10; [8,10,14,16]=1,25; z= 2,25; p=
0,01) e predadores (Modelo Linear Generalizado; t=2,17; p= 0,03) em diferentes horarios

de coleta. A abundancia de parasitoides nao variou ao longo do tempo (p>0,05).

Teor e composicao quimica do 6leo essencial nas folhas de erva-baleeira

O teor de oleo essencial de folhas de erva-baleeira coletadas em diferentes horarios
ndo variou significativamente (F=0,19; GL=2; p=0,82; Tabela 5). J4, em relagdo ao teor de
6leo essencial de erva-baleeira nos primeiros quatro meses do ano de 2017, houve diferenca
significativa entre os meses de janeiro e abril (Jan.=0,11 g vs Abr.= 0,06 g; F=3,42; GL=3;
p= 0,03; Tabela 5), sendo que janeiro foi 0 més com maior producdo de 6leo. Para a
identificacdo dos compostos presentes no Oleo essencial da erva-baleeira, os

cromatogramas das amostras foram analisados separadamente (Figura 2).
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Tabela 5. Média do teor de Oleo extraido de erva-baleeira em diferentes horarios.

Data Horario de coleta ~ Média peso 6leo  Média do teor (%)
8-10h 0,11 0,35
17/01/17 12-14h 0,12 0,39
16-18h 0,11 0,36
8-10h 0,10 0,32
14/02/17 12-14h 0,08 0,27
16-18h 0,12 0,40
8-10h 0,13 0,44
13/03/17 12-14h 0,10 0,34
16-18h 0,07 0,23
8-10h 0,06 0,21
10/04/17 12-14h 0,06 0,21
16-18h 0,07 0,23
P2
P1
P4
P3
P5
o) "1l J‘ Il

A T T f T T — T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 320.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Figura 2. Exemplo de cromatograma correspondente ao Oleo essencial de Varronia
curassavica com alguns dos constituintes identificados. Cada pico corresponde a um
composto especifico. Eixo x= tempo de reten¢do, que corresponde ao tempo que cada
composto demorou para volatilizar completamente (P1= alfa-pineno; P2= alfa-santaleno;

P3= alfa-humuleno; P4= trans-beta-farneseno; P5= 6xido-de-cariofileno).

Com relacdo a composi¢ao quimica do Oleo essencial de erva-baleeira, foram
encontrados 19 compostos no total (Tabela 6), sendo que a maioria dos compostos
identificados foram encontrados em quase todos os horarios. Com relagao ao teor de cada
composto identificado no o6leo essencial de erva-baleeira ao longo do dia, ndo houve

diferenca significativa (F, p>0,05; Tabela 6).
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Tabela 6. Composicao quimica das amostras do 6leo essencial de folhas de erva-baleeira coletadas em diferentes horarios (8h, 12h e 16h) e meses. Os
valores correspondem a média (+ desvio padrdo) da concentracdo (%) dos compostos identificados nas amostras (F, p>0,05).

Janeiro Fevereiro Marco Abril
Compostos
8h 12h 16h 8h 12h 16h 8h 12h 16h 8h 12h 16h
alfa-pmeno 9,14£5.01 9,06+1,22 10.86+5.79 5.18£029  7.56+3,15  8,54£2.55 9.43+3.69  6,33%3.88 7.17£2.67  6,77£3.13 8,15+4.12 9.9+0.89
alfa-cis-bergamoteno 0,59+1.02 1,71£0.36  1.25¢1.12  1.69+0.67 1.86+£0,07  1,28+0.45 1,54+0.5 1,89+0.51 1,77£0,6 1.41£047 1,59+0.85 1.81+0.44
alfa-humuleno 6.,01£2.13  3,62+0.59 593+0,7 5,06x1.23 4,7+0.87 5,01£1,52  5,12+1.33 4.17+1.43 4.69+0.89 4.21+£2.44 4.31+1.32 3.35+0.,96
alfa-santaleno 4,19+£7.26 14.41+16,44 30+6,36 13.33x14,66 14,23£18,7 30,21+423 28,51+495 25,67£10,21 14321547 28.61£5,52 17.55£10.62  7.62+6,77
beta-bisaboleno 2424313 2,68+242 0,44+0.76 3,05£2.64 14,64+1799 2.74£24  3.,67=1.,61 4,16x1.54 341175 3+1.07 3,79£1.96 3,9+1.17
beta-santaleno 9.94+£745  245£18  8.88+6.27 1.8%1.61 4752186  7.35£5.85 4.41+£257  5,12+4.52 4.84£2.68  6.59+£5.67  2.72£243 3.28+1.22
beta-santalol 0.37+0.64 0.81%0,13 - - 0,27+0.47 0.68+0.6  0,62+0.54  0.39+0.68 - - - 0,3+£0,52
beta-sesquifelandreno 226+1.74 1,69+0.35 3.08t1.51 1,02+0.9 1,77£0,31  2.83£2,73 1.21+0.24 1,45+0,12 2.03+0,77 2,72£2.5 2.5+£2.37 0.88+0,82
1,8-cineol 0.88+0,35  0,66+02 0,55+0.49 0,65+0,05 0.78+0,13  0,71+0,07 0,77+0,14  0,56+0,1 0.67+0,05  0.75£026  0,79+0,16 0,78+0.2
cis-beta-fameseno 0,18+0,31 - - - - - 0,18+0.3 0.2+0,34 - - - 0,18+0.3
cubebol 0.32+0,56  0,34£0.6 0.,51+0.88 - 0,65+0,56  0.89+0,03 0,63£0,55  0,78+0.68 0,6+0.52 1.06+0.24 1,08+0,13 1£0,22
epoxido-de-humuleno II  049+043  0.21+0,36  0.2+0,34 - 0,27+0,47  0,39+0,67 - - - 1,192,07  0,38+0.67 0.25+0.,43
germacreno A 2,18+1.63 0,57+0,53 1.,66x125 027047 1,22+0.37  1,36+0,73  1,76+1,33 0.66+0,6 1.29+0,35  0.81+0.82 1.16+0.39 0,614+0,53
germmacreno D 228+1.4 1,07+£0,37 2,56+144 0,62+0,54 1,19+0.,49 2,18+1.3 1,58+0,74 1,11+1.09 1.49+0,64 1,48+1.53 1,09+£1.21 0.71+0,62
hidrato de 7epieis-  g64r111 132033 057505 1132097 158026 12087 1255052  16+047  075:065  135:07 121105 083076
sesquisabineno
oxido de cariofileno 2,06+1.81 248+0,7  2,55+022 1,11x133  2.31£2.19 2.82+0.2 2254023  2,24+0.36 2.64+0,76 7.9+8.55 424+183  10,72£13.85
trans-beta-fameseno 137+£2,38  3,08+0.44 1.43x134 274%1.,55 3,14+0.6 2,17£1.42 285+12 3.26x0.9 296x1,12 2.37£0,79  2.97+£147 3.06+0,98
trans-cariofileno 23,26£20.2 13.2%11.75 - 16.9+£15.26 16,88%+15.25 - - 4,58+7.93 6,7£11.62 - 12,87+£12,12 18.22+10.54
trans-gama-bisaboleno  0,66+1,14  1,52+0,39 0.64+0.65 1,08+0,93 1,47£0,12  1,04+0,93 1,4+0,59 1,62+0.43 1,38+0,5 0,52+0.46 0.4+0,69 0.65+1,13
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DISCUSSAO

Foi observada uma grande diversidade de artropodes visitando as inflorescéncias de
erva-baleeira, pertencentes as ordens Araneae, Diptera, Coleoptera, Hemiptera e
Hymenoptera. Dentro dessas ordens estdo presentes predadores, polinizadores, parasitoides e
fitéfagos. Uma das explicagdes para a grande diversidade de artropodes encontrados nas
inflorescéncias da erva-baleeira ¢ a constante disponibilidade de recursos florais (néctar e
pélen) para seus visitantes. Estes recursos sdo garantidos devido ao fato da erva-baleeira nao
ser domesticada e estar constantemente em florescimento.

Individuos da ordem Hymenoptera foram os visitantes florais mais abundantes nas
inflorescéncias de erva-baleeira em comparagdo com os individuos das demais ordens, sendo
a familia Formicidae a mais abundante (Tabela 2 e 3). Entre as formigas coletadas, as espécies
Camponotus sp.1, Brachymyrmex sp.1 e Crematogaster sp. 1 foram as mais abundantes. As
formigas do género Camponotus e Brachymyrmex sdo conhecidas como potenciais
forrageadoras de néctar (DIAZ-CASTELAZO et al, 2004). As formigas do género
Camponotus possuem comportamento agressivo sobre os herbivoros, sendo classificadas
como “patrulheiras” (SANTOS & DEL-CLARO 2001). Estudos indicam que Camponotus
spp. seja a mais eficiente na exclusdo de potenciais herbivoros em folhas de plantas nativas do
Cerrado (Caryocar brasiliense e Tocoyena formosa) (OLIVEIRA et al., 1987; OLIVEIRA,
1997; DEL-CLARO, 1998). As formigas do género Crematogaster sao encontradas em todos
os estratos florestais, desde o solo até a copa das arvores, nidificando em galhos (LONGINO,
2003). JURGERS et al. (2006) demonstraram que rainhas fundadoras de colonia do género
Crematogaster utilizam volateis para a localizagdo e colonizagdo da planta hospedeira. A
presenca de formigas do género Crematogaster na erva-baleeira, pode indicar um alto grau de
associacdo formiga-planta, sendo a erva-baleeira uma possivel planta hospedeira. As plantas

hospedeiras fornecem abrigo e recursos alimentares, em troca, as formigas fornecem defesas
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contra herbivoros. Embora as espécies de formigas presentes na erva-baleeira possam
desempenhar um papel importante na defesa da planta contra herbivoros, em geral, formigas
ndo sdo desejaveis como visitantes florais. Caracteristicas morfologicas especificas, tais
como, o tamanho reduzido do corpo e auséncia de pelos, limitam o potencial de polinizagao
das formigas. A auséncia de asas reduz a probabilidade de formigas realizarem a reprodu¢ado
cruzada entre plantas, devido a sua baixa mobilidade (WILLMER et al. 2009).
Adicionalmente, formigas podem interferir diretamente na polinizagdo, através de seu
comportamento agressivo, podem desencorajar ou reduzir o tempo gasto por polinizadores
nas flores da planta (JUNKER et al. 2007).

Entre as espécies de polinizadores coletadas nas inflorescéncias de erva-baleeira, a
abelha Apis mellifera foi a mais abundante, com 66 individuos. Outras espécies de abelhas
encontradas neste trabalho, como exemplo 7rigona spinipes e Friesella schrottkyi, ocorreram
em menor abundancia. Pode-se inferir que a alta abundéancia de A. mellifera em relagdo as
demais espécies encontradas nas inflorescéncias de erva-baleeira, se deve a maior
competitividade de A. mellifera por recursos florais e locais de nidificagdo (PEDRO &
CAMARGO, 1991; WILMS et al 1996). Ademais, a dieta de 4. mellifera abrange um grupo
muito diverso de plantas, uma vez que se trata de uma espécie altamente generalista. Soma-se
a este fato o elevado niimero de individuos nas colonias de 4. mellifera, podendo ultrapassar
100 mil individuos (WINSTON 1997). Abelhas 4. mellifera sao responsaveis pela polinizacao
em diversas culturas (WATANABE, 1994; ROUBIK, 2002). Embora outros insetos possam
estar envolvidos na polinizagdo de certas plantas (eg. Moscas, formigas) as abelhas sdo
consideradas o mais importante grupo de polinizadores (ROUBIK, 2002). Abelhas da espécie
A. mellifera possuem o comportamento de forrageamento baseado no aprendizado associativo
entre a recompensa alimentar (polen e néctar) e pistas visuais e quimicas. Contudo, as pistas

quimicas sdo de mais facil aprendizado para 4. mellifera (GIURFA et al., 2012). Portanto a
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erva-baleeira pode fornecer recursos adequados a A. mellifera. Desta forma permitindo a essa
espécie o reconhecimento dos volateis da erva-baleeira como sinais para sua rota de
forrageamento.

Baseado na metodologia de isolamento total das inflorescéncias, este trabalho obteve
resultados que indicam a dependéncia da erva-baleeira por polinizadores, uma vez que, o
isolamento das inflorescéncias resultou na ndo formagdo de frutos. Este resultado contrapde o
resultado obtido por BRANDAO et al. (2015), os quais ao estudarem a biologia floral da erva-
baleeira, classificou esta planta como aldgama facultativa, podendo se reproduzir pelo
intermédio de polinizadores ou por auto-fecundagdo. Para tal conclusdo estes autores
empregaram a metodologia de CRUDEN (1977), baseada na razdo pé6len:évulo.

Dos grupos de artrépodes coletados neste trabalho, os predadores foram os mais
abundantes, seguidos por fitéfagos, polinizadores, saprofagos e parasitoides. No grupo dos
predadores, formigas e aranhas foram as mais abundantes. As aranhas sdo predadoras
generalistas, porém varias espécies podem se alimentar de néctar, tanto na fase jovem quanto
na fase adulta (TAYLOR; PFANNESTIEL, 2008). Aranhas também podem contribuir para o
controle bioldgico, pois podem matar herbivoros, se alimentando ou nao deles, ja que esses
podem ficar presos nas teias produzidas por elas (SUNDERLAND; SAMU, 2000). Outros
predadores generalistas coletados foram joaninhas (Coccinellidae), mais precisamente,
Harmonia axyridis. Esta espécie pode predar uma grande variedade de outros insetos
(OBRYCK & KRING 1998), porém demonstra maior associagdo com pulgdes, limitando a
herbivoria e aumentando a produ¢do (STEPHENSON, 1982). Outros importantes predadores
generalistas coletados nas inflorescéncias de erva-baleeira sdo os percevejos da familia
Reduviidae. Estes percevejos sdo reportados como predadores de pragas de elevada
importdncia econdmica, tais como Spodoptera litura e Helicoverpa spp. no algodao

(MALDONADO-CAPRILES, 1990; GRUND, 2007).

26



A abundancia de todas as guildas de artropodes coletadas nas inflorescéncias da erva-
baleeira, com excecdo dos parasitoides, tiveram varia¢do ao longo das horas do dia. Variagdes
no teor e composicdo de 6leo essencial presentes nas plantas podem ocorrer ao longo do dia,
porém ndo foram observadas mudangas no teor de dleo de erva-baleeira neste trabalho. Logo,
infere-se que a varia¢do dos artropodes visitantes da erva-baleeira ndo esta relacionada com a
variacao do teor de Oleo essencial. Estes resultados corroboram com resultados encontrados
por QUEIROZ et al., (2016), os quais também ndo encontraram diferenga no teor de 6leo
essencial de erva-baleeira em funcao de coletas em diferentes horarios. Porém os mesmos
resultados sdo adversos quando comparados com SOUZA et al (2009), os quais encontraram
diferenca significativa na producdo de 6leo essencial da erva-baleeira, sendo os horarios de
09:00 as 12:00 horas e proximo as 18:00 horas, os melhores para coletar folhas de erva-
baleeira com a finalidade de se obter maior produ¢do de 6leo essencial.

A maioria dos compostos presentes no Oleo essencial de erva-baleeira identificados
neste trabalho, demonstra frequéncia entre as amostras coletadas em diferentes horarios. Ou
seja, a variacdo da abundéincia dos artropodes encontrados nas inflorescéncias de erva-
baleeira ndo ¢ influenciada pela variagdo qualitativa de compostos volateis presentes durante
o dia, ja que a abundancia dos insetos variou, enquanto os compostos volateis permaneceram
praticamente estaveis qualitativamente. Estes resultados sdo contrarios quando comparados ao
exemplo de defesa induzida relatada por FRITZSCHE HOBALLAH et al., (2002), os quais
mostraram que a atracdo da vespa parasita Cotesia marginiventris ~ (Hymenoptera:
Braconidae) as plantas de milho (Zea mays L.) danificadas, pareciam basear-se mais em
diferengas qualitativas dos compostos volateis presentes nas plantas, do que em diferengas
quantitativas. Embora as plantas possam apresentar uma elevada complexidade de oleos
essenciais, em geral, artropodes de diferentes guildas necessitam de um niimero reduzido de

compostos para identificar a assinatura quimica da planta. Como exemplo, BLIGHT et al,
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(1997) identificaram 16 compostos de Brassica napus envolvidos na ativagdo do
comportamento alimentar de abelhas. No entanto, os autores concluiram que somente trés
compostos (fenilacetaldeido, linalol e [E,E] alpha-farneseno) sdo utilizados por 4. mellifera
para a identificacdo de B. napus.

A nado diferenca significativa entre o teor de cada composto identificado no o6leo
essencial da erva-baleeira nos mostra que nao ha relacdo direta entre a variagdo quantitativa
de volateis isolados presentes no 6leo essencial da erva-baleeira durante o dia, com a visitagdo
dos insetos. Porém, de acordo com estudos anteriores, uma vez que diferentes espécies de
plantas podem emitir os mesmos compostos, tem-se proposto que a orienta¢do olfativa dos
insetos estd baseada em variacdes quantitativas, geralmente de uns poucos compostos
(BRUCE et al., 2005 & DE BOER et al., 2005), dentre as centenas que podem ser emitidos
pelas plantas (DUDAREVA et al., 2006).

Na literatura encontra-se relatos de compostos volateis presentes no 6leo essencial das
plantas como mediadores da atracdo e/ou repeléncia de comunidades de artropodes. O alpha-
pineno, composto presente no 6leo essencial de erva-baleeira, foi relatado como responsavel
pela atragdo da broca da laranjeira Cratosomus flavofasciatus Guérin (Coleoptera:
Curculionidae) (SERTIE et al., 1991; ARAB & BENTO, 2006; MICHIELIN et al., 2009).
Quando a erva-baleeira libera alpha-pineno, as fémeas adultas sdo atraidas para a planta e,
consequentemente, os machos também. Antes do sinal de dispersdo da colonia o citricultor
tem a chance de eliminar os insetos, cortando assim o ciclo reprodutivo e evitando o ataque
futuro da praga as laranjeiras (NASCIMENTO et al., 1986). Outros compostos como beta-
farneseno e alpha-bergamoteno encontrados no 6leo essencial de erva-baleeira e que estdo
presentes nas amostras de 6leo essencial deste trabalho porém em outras conformagdes, como
alfa-cis-bergamoteno, cis-beta-farneseno e trans-beta-farneseno, estdo envolvidos na defesa

indireta de plantas através da atra¢do de predadores, sendo que a liberagdo dos volateis ocorre
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a partir do ataque de herbivoros (SCHNEE et al., 2006). Outro exemplo de composto volatil
que atua na defesa da planta, refere-se as plantas modificadas que expressam
constitutivamente o feromonio de alerta de muitos afideos, o composto (E)-B-farneseno, o
qual ndo s6 repele pulgdes da espécie Myzus persicae (Sulzer, 1776) (Hemiptera: Aphididae),
mas também atrai vespas parasitas como Diaeretiella rapae (M’Intosh, 1855) (Hymenoptera:
Braconidae) (BEALE et al., 2006). Na erva-baleeira os dois sesquiterpenos, beta-farneseno e
alpha-bergamoteno, estdo presentes de forma constitutiva, ou seja, poucos estimulos sdo
necessarios para a liberacdo e consequente volatilizacdo destes compostos, que também
podem atuar na atrag@o ou repeléncia dos artropodes associados.

Cada espécie de artropode pode apresentar um alto grau de especificidade para
determinados grupos de compostos. Ademais, a erva-baleeira, como exemplo de outras
plantas altamente associadas com artropodes, pode empregar seus compostos volateis na
manipula¢do do comportamento destes artropodes (THEIS 2007). Nao baseada nas variagdes
qualitativas e quantitativas ao longo do dia, mas sim baseada na presenca de certos
compostos, os quais podem estar envolvidos em processos de atratividade ou repeléncia pelo
simples fato de estar presente na planta. Para tanto, estudos futuros voltados a atratividade dos
insetos a cada composto especifico ou a uma mistura de compostos, podera ajudar a entender
se algum composto especifico, presente no 6leo essencial da erva-baleeira, ¢ responséavel pela
atracdo dos insetos relatados neste trabalho. Estes estudos de atratividade de insetos aos
compostos presentes na erva-baleeira, poderdo contribuir para melhor compreensdo do
sistema artropode-planta em questao.

A atragdo de insetos benéficos, como polinizadores, predadores e parasitoides (visto
neste trabalho) somada a eficiéncia da erva-baleeira como planta armadilha para a broca da
laranjeira devido atuacdo de compostos volateis, contribuem para indicagdo da erva-baleeira

como forte candidata para ser utilizada como planta companheira de outras culturas. Para
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tanto, ¢ necessario o emprego da erva-baleeira como cultura companheira de outras culturas

principais, para que assim seu emprego possa ser avaliado.
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CAPITULO 2

Formigas interferem no sucesso da polinizacio em erva-baleeira (Varronia curassavica

Jacq.)

Resumo — A interacdo formiga-planta é considerada um exemplo de mutualismo em que os
organismos envolvidos sdo beneficiados, sendo que as plantas disponibilizam recurso as
formigas e as formigas conferem protecdo as plantas. A erva-baleeira Varronia curassavica é
uma planta que depende da poliniza¢ao para a sua reproducdo. Essa planta atrai insetos de
varias ordens e familias, sendo que um dos grupos de insetos mais abundantes encontrados
nas inflorescéncias dessas plantas sdo as formigas. Objetivou-se com este trabalho investigar
as formigas visitantes da erva-baleeira, que muitas vezes sdo classificadas como
“patrulheiras” e consideradas benéficas para as plantas, mas podem interferir negativamente
na polinizagdo devido a agressividade. O experimento foi conduzido em Oratorios-MG, em
plantio de erva-baleeira pré estabelecido. As inflorescéncias de erva-baleeira foram isoladas
de formigas com cola entomologica e lanolina e outras ficaram livres para o acesso das
mesmas. Os resultados mostraram que um maior nimero de frutos maduros foi coletado em
inflorescéncias sem o acesso de formigas. Para peso de frutos maduros ndo houve diferenca
significativa. Conclui-se que as formigas podem interferir negativamente no sucesso da

polinizagdo e posterior reprodugdo de erva-baleeira.

Palavras-chave: Cordiaceae, inflorescéncia, interagdo inseto-planta
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INTRODUCAO

Plantas e insetos coexistem ha milhares de anos e evoluiram uma ampla variedade de
interacdes positivas e negativas (STOTZ et al., 1999; DEL-CLARO, 2012). O mutualismo,
por exemplo, ¢ uma interacao interespecifica positiva na qual os individuos associados sdo
beneficiados (HOWE & WESTLEY, 1988). A associagdo de certas espécies de formigas e
plantas ¢ um exemplo bem estudado de mutualismo. Como consequéncias dessa interagao
tem-se a protecao da planta contra herbivoros, disseminacdo de propagulos e auxilio na
fecundacao cruzada através da polinizagdo, enquanto as formigas se beneficiam do
fornecimento de recursos, como alimento e abrigo pela planta (BAWA & HADLEY, 1990).
Formigas conhecidas como “patrulheiras” se beneficiam dos recursos oferecidos pelas
plantas, fornecendo em troca protegdo através do ataque e remocdo de herbivoros (HOWE &
WESTLEY, 1988). Porém, em algumas situagdes, essa prote¢ao pode interferir na atividade
de outras espécies de insetos, como os polinizadores, causando alteracdes nas suas
comunidades, afetando assim a interacdo de varias espécies de insetos que interagem com
estas plantas (KOPTUR et al., 2010). Plantas que estabelecem mutualismo com formigas sao
divididas em dois grupos: mirmecofitas e mirmecofilas. As mirmecoédfitas possuem cavidades,
chamadas domacias, as quais servem como abrigo para formigas (DAVIDSON & MCKEY
1993; OLIVEIRA & PIE 1998; GOITIA & JAFFE 2009). Esses abrigos podem estar
localizados em troncos, espinhos ou bolsas nas folhas. Além da moradia, as plantas
mirmecoéfitas podem oferecer também alimentos (DAVIDSON & MCKEY 1993). O fato
dessas plantas fornecerem abrigo e alimento, pode proporcionar uma maior prote¢do contra
insetos herbivoros, pois essas plantas e as formigas mantém uma relacdo obrigatéria
(BRONSTEIN 2006). As plantas mirmecofilas, por sua vez, ndo necessariamente abrigam
formigas, entretanto, todas produzem substancias que podem ser utilizadas como recursos
alimentares para as formigas como, por exemplo, nectarios extraflorais (NEFs) e outros

corpusculos alimentares (BENTLEY 1977). Outra estrutura também conhecida por secretar
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substancias que podem atrair formigas e outros insetos, sdo os tricomas secretores ou também
chamados, tricomas glandulares. Tais estruturas estdo envolvidas nas secrecdes de substancia
de naturezas diversas, como solugdes salinas, solu¢cdes de agucares, mucilagens e materiais
lipofilicos (FAHN, 1979). Estes tricomas possibilitam a interagdo com predadores ou
parasitoides de herbivoros, além de oferecerem abrigo ou alimento as formigas que ao
utilizarem estes recursos, podem oferecer protecdo contra a herbivoria em suas plantas
hospedeiras (SCHOONHOVEN et al., 2005).

A erva-baleeira (Varrronia curassavica Jacq.), ¢ uma planta medicinal pertencente a
familia Cordiaceae, que apresentam dois tipos de tricomas glandulares, os globulares e os
reniformes. Os tricomas secretores globulares em erva-baleeira armazenam 6leo essencial e os
reniformes armazenam basicamente compostos fenolicos, tais como os flavonoides
(VENTRELLA & MARINHO 2008). A erva-baleeira além de apresentar propriedades
medicinais, com atividade terapéutica comprovada, também apresenta registros relacionados a
atracdo de insetos pragas (SERTIE et al., 1991; SCHROTH et al., 2000; ARAB & BENTO,
2006; MICHIELIN et al., 2009) e visitantes florais (BRANDAO, 2015; Capitulo 1). Dentre os
insetos que visitam as inflorescéncias da erva-baleeira estdo as formigas (Capitulo 1). E
possivel que estas formigas estejam se beneficiando de secrecdes liberadas por tricomas
presentes nas bases das inflorescéncias. Esta inferéncia ¢ devido a observacdes de formigas
nas bases das inflorescéncias, quando essas apresentam somente botdes, ou seja, nao estao se
alimentando de recursos florais nesta fase de desenvolvimento da planta. Sabendo-se que a
erva-baleeira ¢ dependente da polinizacdo para a produgdo de frutos (Capitulo 1), faz-se
necessario o estudo para investigar se as formigas presentes nas inflorescéncias de erva-
baleeira podem interferir no sucesso da polinizagdo. A hipdtese para este trabalho ¢ que as
formigas interferem negativamente na polinizagdo e, consequentemente, na producdo de

frutos.
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MATERIAL E METODOS
As plantas de erva-baleeira (V. curassavica) utilizadas no experimento de campo se

encontravam estabelecidas, desde 2014, no municipio de Oratérios-MG (Latitude 20° 25' 50"
S e longitude 42° 48' 20" W) no Campo Experimental Vale do Piranga, pertencente a Empresa
de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG). As plantas, no total de 442, ocupavam
uma area de 221 m? (17 x 13 m) em espacamento de 1,0 m (entre linhas) x 0,5 m (entre
plantas). O experimento teve duragao de trés meses, de marg¢o a maio de 2017.

Para testar se a presenca de formigas que patrulham as plantas interfere na polinizagao,
30 inflorescéncias de erva-baleeira, foram isoladas com cola entomologica e lanolina (1:1) e
marcadas com linha. Todas as inflorescéncias marcadas apresentavam somente botdes, para
garantir que as flores nao tivessem sido polinizadas. Para o controle, outras 30 inflorescéncias
foram marcadas somente com linha, permitindo que as formigas tivessem livre acesso as
inflorescéncias. No total foram 60 inflorescéncias marcadas, sendo duas por planta, uma com
cola e outra sem cola. Como o experimento foi feito nas bordas do plantio de erva-baleeira,
pois o tamanho e porte das plantas impediam a entrada nas entrelinhas, as marcacdes das
inflorescéncias foram distribuidas de forma equivalente nas quatro faces do plantio da erva-
baleeira. As duplas de inflorescéncias marcadas sempre estavam na mesma altura na planta. A
lanolina misturada com a cola entomolédgica conferiu a mistura um aspecto maleavel, uma vez
que a cola entomoldgica ¢ muito densa, dificultando a montagem do experimento. Essa
mistura foi aplicada em uma camada nos ramos logo abaixo da inflorescéncia, com ajuda de
uma seringa, sendo que a cada semana, quando necessario, a mistura com cola e lanolina era
reaplicada. Ap6és marcar as inflorescéncias, com e sem cola, o numero de botdes de cada
inflorescéncia foi contabilizado. As inflorescéncias foram observadas semanalmente até a
formacdo e o amadurecimento dos frutos. A partir do surgimento do primeiro fruto maduro,
foram feitas avaliagdes semanais para contagem e coleta dos frutos maduros. Apos a coleta, os

frutos maduros foram levados para o laboratorio de Entomologia da Epamig em Vigosa-MG
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para pesagem.

O namero de botdes florais, nimero de frutos maduros e o peso dos frutos maduros,
foram utilizados como variaveis resposta para a comparacao entre as inflorescéncias isoladas
com cola e sem cola (variaveis explicativas). Os valores de cada um dos pardmetros avaliados

13

foram submetidos ao teste “t” para comparacdo de duas médias pareadas. As andlises

estatisticas foram calculadas no software estatistico R (R Development Core Team, 2017).

RESULTADOS
Com relacdo ao numero inicial de botdes nas inflorescéncias marcadas no inicio do

experimento, ndo houve diferenca significativa para os dois tratamentos (90,5+4,96 com cola
vs 92,8+6,04 sem cola; t = 0.30561, df = 46.223, p = 0.7613; Tabela 1). Esse resultado ¢é
importante para comprovar que o numero de frutos maduros formados de cada tratamento
(com cola e sem cola) ndo foi influenciado pelo nimero de botdes marcados no inicio do
experimento. Para nimero de frutos maduros coletados em ramos com e sem acesso das
formigas houve diferenca significativa (Tabela 1). Foi encontrado um maior nimero de frutos
maduros em ramos onde as formigas ndo tinham acesso. Para peso de frutos maduros obtidos
de inflorescéncias com e sem acesso as formigas, ndo houve diferenca significativa
(0,243+0,032 com cola vs 0,174+0,045, t=-0,90185, df=55, p=0,3711; Tabela 1).

Tabela 1. Producdo de frutos de erva-baleeira em inflorescéncias isoladas ou com livre acesso

de formigas.

Inflorescéncias Inflorescéncias
i i t-value P

acessiveis (n=30) isoladas (n=30)

Numero inicial
] 92,8+6,04 90,5+4,96 0,305  0,761(ns)
de botoes florais
Numero de
2,03+0,44 3,4+0,05 -2,169 0,03 *

frutos maduros
Peso de frutos maduros/ 17, 5 0,24+0,03 0,901 0,371 (ns)

inflorescéncia (g)
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DISCUSSAO

Inflorescéncias com adicdo de cola entomoldgica em sua base, ou seja, isoladas de
formigas, obtiveram maior numero de frutos maduros em relagdo aos ramos livres ao acesso
de formigas. Assim, pode-se inferir que esse grupo de insetos interfere no sucesso reprodutivo
da erva-baleeira. A diferenga ndo significativa entre niimero de botdes de ramos de
inflorescéncias escolhidos aleatoriamente e marcados no inicio do experimento (com cola ou
sem cola) nos assegura que a diferenga encontrada no nimero de frutos maduros formados
nos ramos sem acesso as formigas ndo seja decorrente de um maior nimero de botdes das
inflorescéncias marcadas. Na presenga de organismos polinizadores, principalmente insetos,
algumas espécies vegetais, aumentam sua produ¢do nao sé6 em quantidade, mas também em
qualidade dos seus frutos (NASCIMENTO et al., 2012; TOLEDO et al., 2013). Um trabalho
feito com pimentdo mostrou que frutos polinizados por Melipona quadrifasciata tiveram
peso, comprimento, didmetro e peso de sementes aumentados quando comparados aos frutos
que se desenvolveram de flores que ndo receberam a visita do agente polinizador
(ROSELINO et al., 2010). Porém, este padrao ¢ observado em frutos com multiplas sementes,
denominados polispérmicos. O fruto da erva-baleeira apresenta apenas uma semente
(monospérmicos). Portanto, pode ser que o efeito observado da polinizagdo em plantas com
multiplas sementes nao seja equivalente ao resultado em plantas com semente tunica. Ou seja,
para uma planta que possui formacgao de fruto polispérmico, a polinizacdo efetiva aumenta o
numero de sementes e por consequéncia aumenta o peso dos frutos (ROSELINO 2009). Ja
para plantas com formagdo de frutos monospérmicos, a polinizacdo efetiva garante a
formagao da semente. O contrario disso, ou seja, o insucesso da polinizagdo na erva-baleeira,
resultaria na nao formacgao do fruto.

A maioria dos estudos com formigas se alimentando de recursos derivados da planta
envolvem nectarios extraflorais, estruturas secretoras de néctar e que nao possuem relacao

direta com a polinizagdo (KOPTUR 1992). Esse ndo ¢ o caso da erva-baleeira, pois esta planta
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ndo possui nectarios extraflorais estruturados (MEIRA, R.M.S.A. informacdo pessoal).
Adicionalmente, em observagodes feitas em inflorescéncias em estereomicroscopio de 8x ndo
foi encontrada nenhuma secrecdo em formato de gota, a qual poderia ser um indicativo da
presenca da estrutura citada. O que se sabe, através de observagdes feitas em campo, ¢ que ha
uma grande quantidade de formigas nas bases das inflorescéncias, mesmo quando os ramos
apresentam somente botdes florais. Com isso, acredita-se que pode se tratar de alguma
secrecdo produzida pelos tricomas da sépala e/ou pelos tricomas do proprio eixo onde as
inflorescéncias estdo inseridas que podem atuar na atragdo das formigas. Para a confirmagao
dessa ultima inferéncia, faz-se necessario o estudo completo da histoquimica dos tricomas
presentes neste local da planta.

Nossos resultados demonstram que a erva-baleeira ndo dispde de tais estratégias, visto
que apresenta visita constante de formigas em suas inflorescéncias. Embora a erva-baleeira
possa se beneficiar das interagdes com formigas “patrulheiras”, o custo destas interacdes se

mostra na reducdo da eficiéncia de polinizadores, podendo refletir no fitness da planta.
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CONCLUSOES GERAIS

A polinizagao entomofila € um servigo essencial para a reproducdo da erva-baleeira, uma vez
que a auséncia de insetos visitando as flores teve como consequéncia a ndo formacao de
frutos. Além disso, a erva-baleeira associa-se a uma diversa comunidade de artropodes, entre
0s quais estdo importantes promotores de servico de ecossistema, tais como predadores,
parasitoides e polinizadores. Os artropodes de diferentes guildas associadas a erva-baleeira
apresentam variagdes na visitacdo as inflorescéncias em diferentes horarios do dia, porém este
fato ndo estd relacionado diretamente a variagdo da composi¢do, teor do 6leo essencial da
erva-baleeira, nem mesmo a variacdo do teor de cada composto presente no 6leo essencial
durante o dia. Porém, a existéncia de certos compostos no 6leo essencial da erva-baleeira, ou
mesmo a jun¢do de todos os compostos, podem estar ligados a atratividade dos insetos
associados. A presenca de formigas nas inflorescéncias de erva-baleeira compromete o servigo
de polinizagdo, impactando a producao de frutos. A partir deste fato fica evidente que, embora
a erva-baleeira possa se beneficiar das interagdes com formigas “patrulheiras”, o custo destas
interacdes se mostra na reducao da eficiéncia de polinizadores, podendo refletir no fitness da
planta. Por fim, a atratividade de insetos benéficos, bem como a presenca de compostos
volateis ja descritos em outros trabalhos como responsaveis por atrair insetos benéficos e/ou
repelir insetos praga, indica que a erva-baleeira soma caracteristicas relevantes para ser

cultivada como cultura companheira de outras culturas principais.
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