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TOZIN, L. R. S. TRICOMAS GLANDULARES EM LIPPIA ORIGANOIDES
KUNTH (VERBENACEAE) DO CERRADO: MORFOLOGIA, DENSIDADE E
SECRECAO EM DIFERENTES POPULACOES. 2013. 100p. DISSERTACAO
(MESTRADO) — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

Resumo - Espécies de Verbenaceae sdo conhecidas pela producdo de dleos essenciais
em tricomas glandulares amplamente distribuidos no corpo vegetal. Embora a presenca
desses tricomas seja um carater constitutivo para espécies da familia, a densidade
glandular e a quantidade e a composic¢do quimica da secrecdo produzida podem variar
de acordo com as condi¢bes ambientais. Lippia origanoides, espécie nativa do Cerrado
brasileiro, vem sendo apontada como produtora de compostos bioativos importantes no
combate a células cancerosas e na protecdo antibacteriana, antiviral e antioxidante. O
objetivo deste trabalho foi estudar a distribuicdo, morfologia, histoquimica e
ultraestrutura dos tricomas de L. origanoides, além de avaliar a densidade glandular e o
perfil quimico do dleo essencial extraido de Orgdos vegetativos e reprodutivos em
plantas de duas fisionomias de Cerrado. Foram coletadas amostras de folhas
completamente expandidas, primérdios foliares, caules e inflorescéncias de individuos
do campo cerrado e do cerrado stricto sensu. O material foi processado segundo
técnicas convencionais em microscopia de luz, microscopia eletronica de varredura e de
transmissdo e fitoquimica. Cinco morfotipos de tricomas glandulares tipicos (I a V) e
um morfotipo de tricoma tector (V1) com atividade secretora mostraram distribuigédo
diferencial nos 6rgaos vegetativos e reprodutivos de L. origanoides. Tais morfotipos de
tricomas diferiram entre si quanto ao formato e nimero de células da cabeca, do
pedinculo e da base, além da composicdo, local de acimulo e modo de acumulo e
liberacdo da secrecdo. Nossos resultados sugerem uma relagdo entre morfotipo
glandular e composicdo da secrecdo. Compostos fendlicos, proteinas e polissacarideos
foram identificados nos tricomas | a V; terpenos nos tricomas I, I, IV e V; e alcaldides
nos tricomas tipo Ill. Nos tricomas do tipo VI foram encontrados lipidios totais,
terpenos e alcaldides. Os aspectos ultraestruturais observados corroboraram 0s
resultados dos testes histoquimicos e forneceram subsidios para o entendimento do
processo secretor em cada morfotipo de tricoma. A densidade glandular e o rendimento

do dleo essencial foram maiores nas inflorescéncias em comparagdo com as folhas.



Embora as folhas de individuos do campo cerrado tenham apresentado maior densidade
glandular, ndo foram observadas diferencas no rendimento do dleo essencial entre as
diferentes populagbes. A composi¢do quimica do 6leo essencial mostrou-se diferente
entre os individuos das diferentes areas e entre individuos da mesma populacdo; em
cada area foram encontrados trés grupos quimicos. Nossos dados evidenciaram a
diversidade morfologica e funcional dos tricomas glandulares e a plasticidade quimica
de L. origanoides indicando a necessidade de maior controle na utilizacdo do 6leo

produzido por esta espécie.

Palavras-chave: anatomia, campo cerrado, cerrado stricto sensu, 6leo, tricomas, ultra-

estrutura



TOZIN, L. R. S. GLANDULAR TRICHOMES OF Lippia origanoides KUNTH
(VERBENACEAE) FROM CERRADO: MORPHOLOGY, DENSITY AND
SECRETION IN DIFFERENT POPULATIONS. 2013. 100p. MSc
DISSERTATION — BIOSCIENCE INSTITUTE, UNESP - UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

Abstract — Verbenaceae species are known for the production of essential oils in
glandular trichomes widely distributed in the plant body. Although the occurrence of
these trichomes is a constitutive character to Verbenaceae, the glandular density and the
quantity and chemical composition of the secretion can vary acording to the
environmental conditions. Lippia origanoides, a native species from the Brazilian
Cerrado, has been identified as producer of bioactive compounds important in the
treatment against cancer cells and in the antibacterial, antiviral and antioxidant
protection. Our aim was to study the distribution, histochemistry and ultrastructure of
the trichomes in L. origanoides, in addition to evaluate the glandular density and the
chemical profile of the essential oils from vegetative and reproductive organs in plants
from two physiognomies of Cerrado. Samples of expanded leaves, leaf primordia, stem
and inflorescences were collected from individuals of campo cerrado and cerrado stricto
sensu. The samples were processed according to conventional techniques in light
microscopy, scanning and transmission electron microscopy and phytochemistry. Five
morphotypes of typical glandular trichomes (I to V) and one morphotype of tector
trichome (V1) with secretory activity exhibited differential distribution in the vegetative
and reproductive organs of L. origanoides. These morphotypes of trichomes differ in
the shape and number of cells in the head, stalk and basis, and in the composition,
accumulation site and liberation mode of the secretion. Our results suggest a relation
between glandular morphotype and secretion composition. Phenolic compounds,
proteins and polysaccharides were identified in trichomes | to V; terpenes in trichomes
I, I, IV and V; alkaloids in trichomes Ill. In trichomes VI, total lipids, terpenes and
alkaloids were identified. The ultrastructural aspects corroborated the results of the
histochemical tests and provided subsides to understand the secretory process in each
morphotype of trichome. The glandular density and the essential oil yield in the
inflorescences were higher than in leaves. Although the leaves of plants from campo

cerrado have shown higher glandular density, differences in the oil yield were not



observed between the different populations. The chemical composition of the essential
oils was different in the plants from different areas and among plants from the same
population; three different chemotype were identified in each area. Our data
evidenciated the morphological and functional diversity of the glandular trichomes and
the chemical plasticity of L. origanoides and indicate the need for a higher control of

the utilization of the oil produced by this species.

Palavras-chave: anatomy, campo cerrado, cerrado stricto sensu, oil, trichomes,

ultrastructure



Introducéo

A presenca de tricomas glandulares é um aspecto constitutivo e diagndstico para
muitas espécies de plantas pertencentes a diferentes familias (Judd et al. 2009).
Entretanto, diversos fatores bidticos e abioticos podem levar a variagfes na distribuicdo
e densidade dessas glandulas, alem da quantidade e composicdo quimica da secre¢édo
produzida por elas. Estudos demonstram que a herbivoria, temperatura, luminosidade,
disponibilidade hidrica e sazonalidade sdo fatores exdgenos capazes de influenciar a
formacgdo e funcionamento dos tricomas glandulares em diferentes grupos vegetais
(Gianfagna et al. 1992; Werker 2000; Pérez-Estrada et al. 2000; Juliani-Jr et al. 2002;
Santos 2004; Viljoen et al. 2005; Argyropoulou et al. 2007; Gonzéles et al. 2008;
Martinez-Natarén et al. 2011).

Espécies de Verbenaceae sdo caracterizadas pela abundancia de tricomas
glandulares em drgédos vegetativos e reprodutivos, sendo tais glandulas os principais
sitios de sintese e acumulo dos metabolitos que conferem caracteristicas medicinal e/ou
aromatica a essas plantas (Pascual et al. 2001; Judd et al. 2009; Souza & Lorenzi 2008).
Pesquisas indicam que a diversidade morfoldgica dos tricomas glandulares em espécies
de Verbenaceae é bastante grande e mais de um tipo morfoldgico de tricoma pode estar
presente no mesmo individuo (Inamdar 1969; Bonzani et al. 2003; Santos et al. 2004;
Combrick et al. 2007; Favorito 2009; Argyropoulou et al. 2010; Martinez-Natarén et al.
2011). Apesar da importancia dos tricomas glandulares como sitios de producdo de
substancias biotivas em Verbenaceae, estudos detalhados de sua estrutura sao escassos
(Inamdar 1969; Bonzani et al. 2003; Santos et al. 2004; Combrick et al. 2007; Favorito
2009; Argyropoulou et al. 2010; Martinez-Natarén et al. 2011), principalmente no que
diz respeito as espécies nativas (Favorito 2009).

Lippia, o maior género de Verbenaceae, compreende cerca de 240 espécies,
muitas delas de grande importancia na medicina popular, na complementacéo alimentar
e no fornecimento de substratos para as industrias de farmacos e de cosméticos (Pascual
et al. 2001; Aguiar & Costa 2005). A secrecdo produzida pelos tricomas glandulares de
espécies pertencentes a esse género apresenta importantes atividades bioldgicas, como
antiviral, bactericida, alelopatica, anti-inflamatoria (Pilau et al. 2011; Rivero-Cruz et al.
2011; Rodrigues et al. 2011; Gomes et al. 2012; Marco et al. 2012; Stashenko et al.

2013; Veras et al. 2013). Estudos demonstram que a secrecdo produzida por espécies de

5



Lippia apresenta ampla plasticidade quimica variando de monoterpeno a sesquiterpeno-
dominante, sendo que dentro da mesma espécie diversos quimiotipos podem ser
diferenciados (Frighetto et al. 1998; Santos et al. 2004; Vila et al. 2004; Costa et al.
2005; Mishra et al. 2010; Sarrazin et al. 2012).

Lippia origanoides, espécie nativa do Cerrado brasileiro, pode ser encontrada
em diferentes fisionomias da vegetacdo. Recentemente foi sinonimizada com outras 28
espécies, dentre elas Lippia salviifolia, Lippia sidoides e Lippia graveolens. Pesquisas
recentes indicam que seus compostos bioativos isolados podem inibir o crescimento de
células cancerosas causadoras de melanoma e causar apoptose em diversos outros tipos
de células cancerosas (Funari et al. 2011; Dozio et al. 2010). As propriedades
antibacteriana, antiviral, antioxidante, acaricida, anti-inflamatoria e alelopéatica do 6leo
essencial extraido das suas folhas também sdo comumente referidas em literatura
(Rocha-Gusman et al. 2007; Stashenko et al. 2010; Pilau et al. 2011; Rodrigues et al.
2011; Gomes et al. 2012; Marco et al. 2012; Veras et al. 2013).

Visando ampliar as informacOes sobre os tricomas glandulares em
representantes nativos de Verbenaceae, este trabalho teve como objetivo estudar a
distribuicdo, morfologia, histoquimica e ultraestrutura dos tricomas de Lippia
origanoides Kunth, além de avaliar a densidade glandular e o perfil quimico do 6leo
essencial produzidos em 6rgdos vegetativos e reprodutivos em plantas crescendo em
duas fisionomias de Cerrado, buscando correlacionar possiveis variacdes com as

caracteristicas do ambiente.



Revisdo bibliogréafica

1. Sistematica e morfologia da familia VVerbenaceae

De acordo com o sistema de classificacdo de Cronquist (1981), a ordem
Lamiales incluia as familias Lennoaceae, Boraginaceae, Verbenaceae (incl.
Avicenniaceae, Chloanthaceae, Dicrastylidiaceae, Nyctanthaceae, Phyrmaceae,
Stilbaceae, Symphoremataceae) e Lamiaceae (incl. Menthaceae, Tetrachondraceae).
Segundo o APG Il (2009), estdo contidas em Lamiales as familias Acanthaceae,
Bignoniaceae, Byblidaceae, Calceolariaceae, Carlemanniaceae, Gesneriaceae,
Lamiaceae, Lentibulariaceae, Linderniaceae, Martyniaceae, Mazaceae, Oleaceae,
Orobanchaceae,  Paulowniaceae, Pedaliaceae, = Phrymaceae, Plantaginaceae,
Plocospermataceae, Schlegeliaceae, Scrophulariaceae, Stilbaceae, Tetrachondraceae,
Thomandersiaceae e Verbenaceae. Nesta classificacdo atual, grupos anteriormente
incluidos dentro de determinada familia pelo sistema de classificacdo de Cronquist
voltam a ser considerados familias e diversas novas familias s&o criadas.

De acordo com Judd et al. 2009, Lamiales é claramente monofilética, sendo
caracterizada pela presenca de tricomas glandulares, estocagem de carboidratos na
forma de oligossacarideos, extensdo do tecido parenquimatico desde o conectivo das
anteras até os loculos, presenca frequente de estdmatos diaciticos e inclusdes protéicas
nos nucleos das células do mesofilo. Dentro desta ordem, Verbenaceae e Lamiaceae séo
consideradas familias-irmds por apresentarem espécies com ovario dividido em quatro
I6culos devido a presenca de falsos septos, além da ocorréncia de 6leos aromaticos
(APG 111 2009; Judd et al. 2009; Souza & Lorenzi 2008).

A familia Verbenaceae foi criada com 0 que se conhecia por Verbenoideae,
subfamilia de Lamiaceae e tem sua monofilia sustentada por caracteres morfol6gicos e
analises genéticas (Judd et al. 2009). Segundo APG III, Verbenaceae compreende 36
géneros e cerca de 1000 espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais,
incluindo ervas, arbustos e menos frequentemente arvores ou lianas (Souza & Lorenzi
2008; Judd et al. 2009). No Brasil foram descritos 16 géneros e cerca de 300 espécies
(Souza & Lorenzi 2008), sendo as espécies de Lippia L. e Stachytarpheta Vahl. bastante
comuns nos cerrados e campos rupestres (Souza & Lorenzi 2008).

As espécies pertencentes a Verbenaceae sdo caracterizadas pela presenca de

caule quadrangular em seccdo transversal, tricomas glandulares produtores de 6leos
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aromaticos e tricomas tectores comumente unicelulares, as vezes calcificados ou
silicificados. Apresentam filotaxia oposta ou ocasionalmente verticilada; suas folhas séo
simples, sem estipulas, inteiras a serreadas, com venacgdo pinada. Suas flores sdo
pequenas, bissexuadas, zigomorfas, diclamideas, com estames didinamos; o ovario é
supero e bicarpelar. Suas inflorescéncias apresentam crescimento indeterminado
formando racemos, espigas ou glomérulos, terminais ou axilares. O fruto é do tipo
drupa com dois a quatro carogos ou esquizocarpico; as sementes nao apresentam
endosperma (Judd et al. 2009; Souza & Lorenzi 2008).

Diversas espécies de Verbenaceae apresentam potencial ornamental, tais como
aquelas pertencentes aos géneros Lantana, Duranta e Verbena, as quais s&éo amplamente
utilizadas em paisagismo; ainda indmeros exemplares desta familia possuem
propriedades aromaticas, como as dos géneros Lippia, Lantana e Aloysia. Além disso,
muitas espécies possuem grande importancia medicinal, tais como aquelas pertencentes
aos géneros Stachyparpheta, Verbena e Lippia, sendo amplamente utilizadas pela
indUstria de farmacos e na medicina popular (Pascual et al. 2001; Judd et al. 2009;
Souza & Lorenzi 2008).

1.1 O género Lippia

O género Lippia L. estad inserido na tribo Lantaneae Endler, a maior das oito
tribos de Verbenaceae, e é organizado em sete secdes (Marx et al. 2010). Compreende
plantas com diferentes habitos como ervas, arbustos e arvoretas. Embora apresente
cerca de 240 espécies com ampla distribui¢do, a maior riqueza de espécies encontra-se
na América do Sul, com poucos exemplares endémicos da Africa (Pascual et al. 2001).

Morfologicamente, Lippia, é caracterizada por inflorescéncias em forma de
capitulos, normalmente axilares, com flores de célice bilobado e fruto seco separado em
duas unidades (O’Leary et al. 2012). As propriedades medicinais e aromaticas das
espécies de Lippia sdo atribuidas aos metabdlitos secundarios produzidos por tricomas
glandulares presentes em seus 0rgaos vegetativos e reprodutivos (Werker 2000; Pascual
et al. 2001). Segundo Pascual et al. (2001), os 6leos essenciais e as substancias fendlicas
s&o 0s principais compostos produzidos por essas glandulas.

Estudos demonstram que o0s Oleos essenciais produzidos por espécies deste

género apresentam propriedades antibacteriana, analgésica, antiviral, antioxidante,
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acaricida, anti-inflamatoria e alelopatica (Rocha-Gusman et al. 2007; Stashenko et al.
2010; Pilau et al. 2011; Rodrigues et al. 2011; Gomes et al. 2012; Marco et al. 2012;
Veras et al. 2013). Ainda, espécies de Lippia vém sendo utilizadas em programas de
complementacéo alimentar no Brasil, a exemplo da Lippia alba (Mill.) N. E. Brown.

Dentre as espécies de Lippia com reconhecido potencial econdmico e medicinal,
Lippia alba é a mais conhecida e profundamente estudada sob os pontos de vista
quimico, etnofarmacoldgico e estrutural (Pascual et al. 2001; Santos et al. 2004;
Hennebelle et al. 2008; Oliveira et al. 2006). Conhecida popularmente como erva-
cidreira-brasileira ou melissa, L. alba € consumida em forma de chas, macerados e
banhos para diversos fins, além de apresentar atividade antiflngica, bactericida e
analgésica comprovadas (Pascual et al. 2001; Aguiar & Costa 2005).Estudos apontam
que a composicdo quimica do 6leo essencial dentre as espécies do género é bastante
variavel, podendo ser monoterpeno dominante (Sarrazin et al. 2012) ou sesquiterpeno
dominante (Silva et al. 2010). Pesquisas demonstram ainda que variagdo na composi¢éo
quimica do Oleo pode ocorrer dentro da mesma espécie de acordo com o local de
ocorréncia da populacédo ou estacdo do ano (Zoghbi et al. 2002).

Neste género, 41 espécies foram registradas para a secdo Goniostachyum.
Entretanto, muitos destes tdxons ndo sdo formalmente alocados, sendo todos
sustentados por caracteres morfoldgicos que definem esta secdo. Assim, muitos autores
mencionam espécimes com caracteres intermediarios ou simultaneos e citam o mesmo
espécime para mais de uma espécie, mostrando assim a dificuldade de distincdo dos
tdxons em Goniostachyum (Salimena & Giulietti 1998; Salimena & Santos-Silva 2009).
Nesse sentido, O’Leary et al. (2012) revisaram a se¢ao Goniostachyum deste género,
constatando que inumeros individuos semelhantes estavam sendo denominados de
diferentes formas. Assim, com base em analises de agregacao populacional e conceito
de espécie filogenética, os autores reuniram as 41 espécies em apenas quatro, Lippia
sericea Cham., Lippia grata Schauer, Lippia origanoides Kunth, e Lippia stachyoides
Cham..

1.2 Lippia origanoides Kunth

Lippia origanoides € caracterizada por pubescéncia em drgdos vegetativos e
reprodutivos, havendo relatos de tricomas ndo glandulares retos, rigidos e pontiagudos,
9



e tricomas glandulares. Apresenta inflorescéncia frondosa, livre e com bracteas apicais.
Possui ampla distribuicdo, ocorrendo da Guiana até o norte da Argentina na América do
Sul e na América Central (Fig. 1) (O’Leary et al. 2012).

Figura 1. Distribuicdo geogréfica de Lippia origanoides Kunth (O’Leary et al. 2012).

Recentemente foi sinonimizada com outras 28 espécies, dentre elas Lippia
sidoides Cham., Lippia salviifolia Cham. e Lippia graveolens Kunth (O’Leary et al.
2012). Dessa forma, estudos com enfoque quimico e farmacoldgico para Lippia
origanoides (sensu lato) sdo encontrados na literatura com grande variedade de nomes,
gerando confusdo, aléem de divergéncias (Monteiro et al. 2007; Brito et al. 2009;
Fernandes et al. 2008; Fontenelle et al. 2007; Melo et al. 2011; Morais et al. 2012).

Para esta espécie, diversos estudos foram realizados focando a composicéo
quimica e as atividades antimicrobiana (Oliveira et al. 2007; Rivero-Cruz et al. 2011),
antiviral (Pilau et al. 2011), acaricida (Cavalcanti et al. 2010; Gomes et al. 2012),
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antioxidante (Rocha-Gusman et al. 2007), antibacteriana (Rodrigues et al. 2011) e anti-
inflamatoria (Veras et al. 2013) do dleo essencial extraido das folhas. Em grande parte
desses trabalhos, diferentes quimiotipos sdo relatados, contudo normalmente os
compostos majoritarios sao p-cimeno, timol e carvacrol. Stashenko et al. (2010)
encontraram além dos quimiotipos representados por carvacrol e timol, um terceiro
quimiotipo onde os compostos majoritarios sao o ¢ B-phellandrenos, p-cimeno e
limoneno. Rivero-Cruz et al. (2011) além dos majoritarios mencionados anteriormente,
também encontraram importantes concentra¢des de y-terpineno, B-caryophilleno e 1,8-
cineol. Ja Rodrigues et al. (2011) encontraram compostos completamente diferentes,
sendo os majoritarios 1,8-cineol (18,12%), B-oximeno (15,2%), bicyclogermacreno
(11,63%) e oxido de caryophylleno (8,32%). Entretanto, de uma forma geral, 0s
trabalhos citados ndo descrevem as caracteristicas do ambiente onde os individuos

ocorrem.

2. Tricomas glandulares

Tricomas glandulares sdo expansGes epidérmicas, uni ou multicelulares,
originadas a partir da protoderme (Fahn 1979; Werker 2000; Evert 2006). Estudos
indicam que a secrecdo produzida pelos tricomas glandulares pode apresentar
composicdo quimica bastante varidvel podendo ser completamente hidrofilica,
completamente hidrofébica, ou ainda de natureza mista (Evert 2006; Werker 2000).

Dentre as substancias produzidas pelos tricomas glandulares, os terpenos séo 0s
mais comuns (Roshchina & Roshchina 1993; Langenheim 2003). Essas substancias sao
formadas a partir de unidades contendo cinco carbonos, designadas isopreno, originadas
a partir da rota do acido mevalénico (MVA) ou da rota do 2-C-metil-D-eritritol 4-
fosfato (MEP); a unido dos isoprenos pode dar origem a terpenos de 10, 15, 20 e 30
carbonos, denominados monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos,
respectivamente. Os terpenos de menor peso molecular, mono e sesquiterpenos, sdo
volateis e constituem os 6leos essenciais, responsaveis pelo aroma e/ou propriedade
medicinal de diversas espécies vegetais (Roshchina & Roshchina 1993; Langenheim
2003).

Segundo Dickison (2000), tricomas glandulares podem ser encontrados em

diferentes 6rgdos, vegetativos e reprodutivos, de uma espécie vegetal. Essas glandulas
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tém sua origem nos estadios inicias da ontogénese de um 6rgéo, sendo que tricomas em
diferentes fases do desenvolvimento podem ocorrer lado a lado (Werker 2000).
Entretanto, o desenvolvimento de novos tricomas em 6rgdos em formagdo continua
enquanto houver porcdes de protoderme, sendo sua producdo cessada em areas ja
diferenciadas da epiderme (Evert 2006).

Ontogeneticamente, os tricomas glandulares sdo formados a partir de uma Unica
célula protodérmica. Nos tricomas multicelulares, essa célula protodérmica pode se
dividir de forma periclinal e anticlinal; a célula apical resultante diferencia-se na célula
secretora que, quando madura, pode apresentar espaco subcuticular para armazenar o
exsudato (Dickison 2000; Evert 2006).

De acordo com sua morfologia, os tricomas glandulares podem ser classificados
em peltados e capitados (Evert 2006). Os tricomas peltados consistem de uma célula
basal, uma célula peduncular curta e uma ampla cabeca com 4-18 células secretoras
posicionadas em uma Unica camada em um ou dois anéis concéntricos (Fahn 1979;
Evert 2006 e referéncias citadas). Ja os tricomas capitados consistem de uma célula
basal, um pedunculo com uma a diversas células de altura e cabeca ovoide ou esférica
com 1-4 células (Fahn 1979; Evert 2006 e referéncias citadas). Ainda, segundo
Ascensdo & Pais (1998), tricomas capitados possuem um peddnculo duas vezes mais
longo que sua cabecga. Contudo, tal classificacdo foi proposta com base nos tricomas
glandulares presentes em Lamiaceae, ndo sendo possivel aplica-la para todas as demais
familias vegetais.

Os tricomas glandulares também ainda podem ser classificados de acordo com o
modo e tempo de liberagdo da secre¢do em dois tipos: tricoma glandular de curto prazo
- que libera o material produzido logo apds a producdo (Werker 1993), podendo atuar
como lubrificante para facilitar a expansédo foliar; e tricoma glandular de longo prazo -
no qual o material secretado é liberado apenas quando algum fator externo causa o
rompimento da cuticula (Werker 1993, Ascencéo et al. 1995).

Analises ultraestruturais mostram que a populacdo de organelas nas células
secretoras dos tricomas glandulares varia com a natureza quimica da secrecdo
produzida. Assim, células secretoras de mucilagem apresentam abundancia de
dictiossomos enquanto que em células que secretam substancias lipofilicas € comum a
ocorréncia de plastidios sem tilacoides e o maior desenvolvimento do reticulo
endoplasmatico liso o qual estd envolvido na producdo e transporte desse tipo de
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substancia (Evert 2006; Dickison 2000; Fahn 1979). Ainda, células secretoras de
substancias mistas possuem dictiossomos, plastidios e reticulo endoplasmatico liso em
abundancia (Fahn 1979).

De acordo com a natureza quimica das substancias produzidas, ocorrem
diferentes processos de liberacdo da secrecdo a partir das células secretoras. No
processo de secrecdo granuldcrino, a liberacdo do exsudato acontece por meio de
vesiculas que liberam seu contetdo para o meio apopléstico, enquanto que no processo
de secrecdo écrino, ocorre passagem direta de pequenas moléculas pela membrana
plasmatica e parede celular. Ainda, em determinadas situacdes, para que a secrecao seja
liberada, é necessario que ocorra ruptura do protoplasto da célula secretora,
caracterizando assim o processo holocrino de secrec¢éo (Fahn 1979; Evert 2006).

Em alguns casos, a secrecao liberada a partir do protoplasto da célula secretora
pode ser armazenada no espacgo subcuticular e ser liberada para o meio externo através
de poros ou do rompimento da cuticula. Em outros casos, 0 espago subcuticular ndo é
formado, sendo a secrecdo armazenada em espacos intercelulares na cabega secretora.
(Fahn 1979; Evert 2006 e literatura citada).

2.1 Tricomas glandulares em Verbenaceae

Embora trabalhos abordando a morfologia das estruturas secretoras de
Verbenaceae sejam raros, estudos demonstram que a diversidade morfoldgica dos
tricomas glandulares em espécies desta familia é grande e mais de um tipo morfolédgico
de tricoma pode estar presente num mesmo 6rgao de uma mesma planta (Inamdar 1969;
Bonzani et al. 2003; Santos et al. 2004; Combrick et al. 2007; Favorito 2009;
Argyropoulou et al. 2010; Martinez-Natarén et al. 2011).

Nesse sentido, Inamdar (1969) estudou as estruturas epidérmicas de 14 espécies
de Verbenaceae, porém nenhuma do género Lippia. Neste trabalho, foram descritos 12
tipos de tricomas, sendo apenas trés deles glandulares: 1- Capitado de pedunculo curto;
2- Glandular peltado e 3- Tricoma glandular peltado filiforme composto de base,
pedunculo filiforme unisseriado com 4-6 células e cabega com 4-8 células.

Mais recentemente, Bonzani et al. (2003) observaram a variedade morfolégica
dos tricomas glandulares no caule de espécies de Verbenaceae pertencentes aos géneros

Lippia, Lantana L. e Aloysia Palau. Para as trés espécies de Lippia - L. turbinata
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Griseb., L. junelliana (Moldenke) Tronc. e L. integrifolia (Griseb.) Hieron. — foram
descritos tricomas curtos com pedunculo bicelular e cabeca com 1 a 4 células; aléem dos
tricomas curtos, em L. junelliana, foram observados tricomas longos com cabeca
pluricelular. Para Lantana camara L. foram observados tricomas glandulares curtos
com pedunculo bicelular e cabeca secretora com 1-2 células e tricomas longos com
pedinculo e cabecga pluricelulares. Para as espécies de Aloysia - A. polystachya
(Griseb.) Moldenke, A. citriodora Ortega ex Pers. e A. gratissima (Gillies & Hook)
Tronc. — foram descritos tricomas glandulares com pedunculo curto com 1-2 células e
cabeca secretora com 1-2 células, tendo sido observada variacdo na densidade dessas
glandulas entre as trés espécies estudadas.

Para Lippia alba foram descritos trés tipos morfol6gicos de tricomas secretores
de substancias lipofilicas O primeiro tipo morfoldgico apresenta uma célula basal, uma
peduncular e cabeca secretora bicelulares; o segundo é constituido por uma célula basal,
uma célula peduncular e uma porcao capitada bicelular; o terceiro tipo apresenta uma
célula basal estreita e uma porcdo capitada globosa (Santos et al. 2004). Os autores
ressaltam a distribuicdo diferencial dessas glandulas, uma vez que o primeiro e 0
segundo tipo de tricomas foram observados em ambas as faces foliares enquanto que o
terceiro tipo foi encontrado apenas na face abaxial das folhas.

Estudos apontam ainda que diferentes tipos morfolégicos de tricomas
glandulares estdo associados a producdo de diferentes categorias de substancias em
espécies de Lippia (Combrick et al. 2007; Favorito 2009). Em Lippia scaberrima Sond.,
Combrick et al. (2007) encontraram trés tipos morfoldgicos de tricomas glandulares. Os
tricomas peltados bulbosos apresentam maior tamanho e sdo 0s responséveis pela
producdo de terpenos, representando o principal sitio de armazenamento de 6leos
essenciais. Tricomas capitados e peltados curtos foram identificados como produtores
de substéncias fenolicas. O terceiro tipo morfoldgico de tricoma apresenta formato de
uma seta conica delgada com superficie ornamentada e base unisseriada, tendo sido
descritos como produtores de fendlicos e terpenos nao-volateis; esses autores foram os
primeiros a relatar a atividade secretora dos tricomas com formato de seta em L.
scaberrima.

Argyropoulou et al. (2010) estudaram a anatomia e a histoquimica da folha de
Lippia citriodora H.B.K., e identificaram pelo menos cinco tipos de tricomas
glandulares secretando substancias de diferentes classes quimicas. O tipo | é mais ou
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menos esférico com pedunculo e cabeca unicelulares de igual tamanho; o tipo Il é
oblongo com uma célula curta no peddnculo, cabeca unicelular alongada e 1-2 células
basais; tipo Il é similar ao tipo Il, mas a célula basal constitui parte do peddnculo. O
tipo IV € o primeiro a se diferenciar durante do desenvolvimento foliar, e é formado por
pedunculo unicelular curto e cabeca unicelular esférica. O tipo V é muito raro, e
exclusivamente localizado nas porcfes epidérmicas sobre as nervuras; S&0 cCompostos
por peddnculo unicelular e cabeca com 4-8 células e aparentemente ndo possui espacgo
subcuticular para estoque dos produtos secretados.

Martinez-Natarén et al. (2011) estudando populacdes de Lippia graveolens,
popularmente conhecida como orégano-mexicano, encontraram dois tipos de tricomas
glandulares - um peltado e outro capitado. O primeiro tipo € constituido de uma célula
basal, pedinculo curto e cabeca secretora ampla e esférica com acimulo de dleo
essencial no espaco subcuticular. O segundo tipo € constituido por cabeca unicelular
arredondada, com tamanho inferior a do peltado e peddnculo alongado. Os dois tipos
sdo encontrados em ambas as superficies foliar e aparentemente estdo distribuidos
aleatoriamente.

No que se refere as espécies nativas desta familia, os estudos sdo ainda mais
raros. Favorito (2009) relata a ocorréncia de cinco tipos morfoldgicos de tricomas
glandulares capitados em Orgdos vegetativos e reprodutivos de Lippia stachyoides
Cham., os quais diferem entre si com relacdo ao numero de células, natureza quimica da
secrecdo produzida e aspectos ultraestruturais das células da cabeca e do pedinculo.
Segundo a autora, as varia¢Oes das caracteristicas quimicas da secrecdo produzida estdo
relacionadas aos aspectos celulares diferenciais de cada tipo morfol6gico de tricoma

glandular.

3. Influéncia de fatores exdgenos na densidade de tricomas glandulares e na

producdo da secrecdo em taxons diversos

Embora a ocorréncia dos tricomas glandulares seja um carater constitutivo em
especies pertencentes a diversas familias de angiospermas, incluindo Verbenaceae (Judd
et al. 2009), diversos fatores bidticos e abidticos podem levar a varia¢6es na distribuigédo
e densidade dessas glandulas, alem da quantidade e composi¢do quimica da secregédo
produzida por elas. Estudos demonstram que a herbivoria, temperatura, luminosidade,

disponibilidade hidrica e sazonalidade sdo fatores exdgenos capazes de influenciar a
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formacéo dessas glandulas em diferentes espécies (Gianfagna et al. 1992; Werker 2000;
Pérez-Estrada et al. 2000; Juliani Jr et al. 2002; Santos 2004; Viljoen et al. 2005;
Argyropoulou et al. 2007; Gonzales et al. 2008; Martinez-Natarén et al. 2011).

Nesse sentido, Gianfagna et al. (1992) estudaram experimentalmente a
influéncia da temperatura e do fotoperiodo na densidade de tricomas glandulares em
folhas de Lycopersicon hirsutum f. hirsutum Dunal, uma espécie de Solanaceae. Em
condigdes de dias curtos a densidade de tricomas nas folhas foi duas vezes maior em
plantas mantidas a 25/20°C (dia/noite) em comparacdo com aquelas sob 20/15 °C ou a
30/25 °C. Em plantas mantidas em condicdo de dias longos a temperatura nao
influenciou a densidade de tricomas; nessa condicdo, a densidade glandular foi maior ou
igual aquela encontrada em plantas de dias curtos. Ainda, em plantas mantidas em
condicdes de dias curtos, o contetdo de zingibereno produzido pelos tricomas foi trés
vezes maior gque nas plantas mantidas em condicdes de dias longos.

Pérez-Estrada et al. (2000) analisaram a influéncia da sazonalidade e do
sombreamento na densidade de tricomas urticantes em folhas de Wigandia urens (Ruiz
& Pav.) Kunth. Os autores observaram que a densidade de tricomas foi maior em
plantas expostas ao sol quando comparada as plantas sombreadas, tanto na estacao seca
quanto na chuvosa. Ainda, foi possivel detectar maior densidade de tricomas
glandulares nas folhas durante a estacdo seca. A densidade de tricomas foliares nessa
espécie foi positivamente correlacionada com a temperatura e radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR) e negativamente correlacionada com a transpiracao.

Martinez-Natarén et al. (2011) estudaram a variacdo na densidade de tricomas
glandulares em nove populacdes Lippia graveolens, pertencente a trés regides
bioclimaticas no Meéxico. Ao contrario do esperado pelos autores, os individuos
vegetando na regido mais arida apresentaram menor densidade de tricomas. Neste
trabalho, os autores concluem que as condi¢des do microambiente e os fatores genéticos
precisam ser melhores estudados para entender de fato as respostas dos individuos ao
ambiente.

Pesquisas demonstram ainda que inimeros fatores ambientais, como intensidade
luminosa, indice pluviométrico, sazonalidade, altitude, ciclo circadiano, entre outros,
atuam diretamente nos processos fisiologicos primarios, fotossintese e respiracédo, e
podem influenciar indiretamente a producdo de metabolitos secundarios, cuja sintese
depende de produtos do metabolismo primario, podendo assim influenciar de forma
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direta na producéo e composicao do dleo essencial (Taiz & Zeiger 2006; Gobbo-Neto &
Lopes 2007).

Trabalhos focados na composi¢do quimica do 6leo essencial de espécies do
género Lippia sdo bastante comuns na literatura (Frighetto et al. 1998; Matos et al.
1999; Matos et al. 2000; Santos et al. 2004; Vila et al. 2004; Costa et al. 2005;
Argyropoulou et al. 2007; Mishra et al. 2010; Sarrazin et al. 2012), bem como estudos
relatando as variagdes da composi¢do quimica do Oleo essencial de acordo com o
ambiente em que as populacdes vegetam (Chagonda et al. 2000; Zoghbi et al. 2002;
Juliani-Jr et al. 2002; Viljoen et al. 2005; Neves et al. 2008; Mesa-Arango et al. 2010;
Silva et al. 2010).

Zoghbi et al. (2002) identificaram os constituintes quimicos do 6leo essencial de
Lippia lupulina Cham. em amostras do caule e das folhas de trés populacdes localizadas
no Mato Grosso nas estacdes seca e chuvosa. As amostras coletadas na estagdo chuvosa
apresentaram maior quantidade de dleo essencial em relacdo as da estagdo seca, com
predominio de monoterpenos. Foi encontrada diferenca na composi¢do quimica do 6leo
nas trés areas estudadas, o que, segundo os autores, deve-se as caracteristicas do
ambiente. Os autores observaram ainda variacdes na composicdo quimica do 6leo
produzido em flores em relagdo ao dleo extraido de 6rgaos vegetativos.

Variacdo intraespecifica da composicdo do 6leo em folhas de Lippia junelliana
(mold.) Tronc., espécie endémica argentina, foi detectada nas diferentes populacbes
estudadas (Juliani Jr et al. 2002). Juliani Jr et al. (2002) observaram varia¢fes dos
quimiotipos na secre¢do produzida por individuos de diferentes populacGes, sendo a
composicdo quimica dentro de dado quimiotipos estavel. Contudo, foi encontrado que o
rendimento do 6leo essencial varia consideravelmente entre as populagdes, o que foi
atribuido pelos autores a influencia da luminosidade diferencial em cada ambiente.

Para Lippia javanica (Burm f.) Spreng., espécie africana utilizada na medicina
popular para tratamento de doencas respiratorias, foram identificados cinco quimiotipos
de acordo com a &rea de ocorréncia da populagdo. Entretanto, variagbes na composicao
quimica do 6leo essencial podem ocorrer dentro da mesma populacdo (Viljoen et al.
2005), enfatizando a importancia do microambiente na producdo deste metabdlito
secundario pelo vegetal.

Santos et al. (2004) avaliaram o rendimento e a composic¢ao do 6leo essencial
produzido por Lippia alba com relagdo ao quimiotipo limoneno-carvona. Os autores
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observaram que as estacGes do ano (seca e chuvosa) e o horario de coleta da secre¢édo
podem influenciar os aspectos analisados. O maior rendimento de 6leo foi obtido em
amostras coletadas as 15 horas e durante a estacdo seca.

Argyropoulou et al. (2007) analisaram a composi¢do quimica do 6leo essencial
de Lippia citriodora durante 0 més de maio, quando a taxa de crescimento vegetativo é
maxima, e em setembro, em plena floragdo. Em ambas as amostras, os principais
componentes foram geranial, neral e limoneno. Contudo, foi observada alteragéo na
concentracdo de cada um dos trés principais produtos, havendo diminuicdo do geranial e
neral e aumento do limoneno na época de floragdo. Os autores atribuem tais variacoes
as diferencas fenoldgicas e fisioldgicas entre os individuos, uma vez que durante a
florag&o, pode haver maior investimento em mecanismos de protegdo contra insetos ou
patdgenos.

Estudos envolvendo a densidade dos tricomas glandulares e a produtividade e
composicdo quimica do 6leo essencial em folhas e inflorescéncias de espécies nativas
de Verbenaceae em diferentes condi¢fes ambientais ndo foram encontrados na literatura

disponivel.
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Conforme estabelecido pelo Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Biologicas (Botéanica) do IBB, UNESP, os resultados obtidos durante a
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cientificos para publicacdo, os quais séo apresentados de acordo com as
normas do periodico International Journal of Plant Sciences (A2 — Comité

de Biodiversidade da Capes).

Artigo 1: Distribuicdo, morfologia, histoquimica e ultraestrutura dos tricomas de Lippia
origanoides Kunth (Verbenaceae) do Cerrado

Artigo 2: Densidade glandular e perfil quimico do O6leo essencial em folhas e
inflorescéncias de Lippia origanoides Kunth (Verbenaceae) em duas fisionomias de

Cerrado
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Distribuicao, morfologia, histoquimica e ultraestrutura dos tricomas de Lippia
origanoides Kunth (Verbenaceae) do Cerrado
Luiz Ricardo dos Santos Tozin' & Tatiane Maria Rodrigues®
1.Universidade Estadual Paulista, UNESP, Instituto de Biociéncias de Botucatu,

Departamento de Botanica, Botucatu-SP, Brasil.

Tricomas de L. origanoides (Tozin & Rodrigues)

RESUMO

Introducdo: Uma caracteristica comum a membros da familia Verbenaceae é a
presenca de tricomas tectores e glandulares em 6rgdos vegetativos e reprodutivos. O
papel dos tricomas glandulares na producéo de déleos essenciais € bem conhecido, o que
faz com que diversas espécies dessa familia sejam exploradas por seu potencial
aromatico e medicinal; entretanto, pouco se sabe sobre os aspectos morfoldgicos dessas
glandulas, principalmente no que se refere aos aspectos ultraestruturais. Lippia
origanoides, espécie nativa do cerrado, é conhecida pelas propriedades antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatéria e alelopatica do 6leo essencial extraido de suas folhas. O
objetivo deste trabalho foi analisar a distribuicdo, morfologia, histoquimica e
ultraestrutura dos tricomas tectores e glandulares em folhas, caule e inflorescéncias de
L. origanoides. Metodologia: Amostras foram coletadas de individuos adultos
vegetando no Cerrado e processadas segundo técnicas convencionais em anatomia
vegetal e microscopia eletronica de varredura e transmissao; testes histoquimicos foram
realizados para identificacdo das substancias produzidas pelos tricomas. Resultados:
Seis morfotipos de tricomas com distribuicdo diferencial nos érgdos estudados foram
identificados. Os tricomas | a V apresentam caracteristicas tipicas de tricomas

glandulares, enquanto que o tricoma tipo VI mostra aspecto morfolégico de tricoma
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tector e atividade secretora. Compostos fenolicos, proteinas e polissacarideos foram
encontrados nos morfotipos | a V; terpenos foram identificados nos tricomas dos tipos I,
I, IV e V, enquanto que alcaldides ocorrem nos tricomas do tipo Ill. No tricoma tipo
VI, foram encontrados terpenos e alcaldides. As caracteristicas ultraestruturais
mostraram peculiaridades nos locais de sintese e na forma de acimulo e liberagdo da
secrecdo entre os diferentes morfotipos de tricomas, além de corroborarem os resultados
dos testes histoquimicos. Conclusdo: Nossos dados evidenciam a diversidade
morfolégica dos tricomas em L. origanoides e mostraram uma associacdo entre
morfotipo glandular e natureza da secre¢do produzida, sugerindo um papel diferencial

para cada morfotipo de tricoma.

Palavras-chave: estrutura; secrecdo; tricoma glandular; tricoma tector.

INTRODUCAO

Tricomas sdo apéndices epidérmicos com morfologia, funcdo e duracdo bastante
variaveis (Evert 2006), sendo descritos em literatura mais de 300 tipos morfologicos
diferentes (Kolb & Miiller 2004). Com base em sua forma e funcéo, os tricomas podem
ser classificados em tectores e glandulares (Werker 2000). Tricomas tectores podem ser
uni ou pluricelulares com éapice afilado, arredondado ou bifurcado; ndo produzem
secrecdo e atuam na protecdo contra herbivoros de forma mecanica (Behnke 1984;
Werker 2000). Tricomas glandulares sd&o morfologicamente caracterizados pela
presenca de uma cabeca secretora uni ou multicelular e podem apresentar um peddnculo
curto ou longo (Fahn 1979; Alquini et al. 2006), sendo os principais sitios de sintese e
acumulo de metabolitos secundarios (Werker 2000; Pascual et al. 2001; Combrinck et

al. 2007).

21



Espécies de Verbenaceae sdo conhecidas por seu potencial medicinal e
aromatico (Pascual et al. 2001; Judd et al. 2009; Souza & Lorenzi 2008), sendo a
presenca de tricomas em Orgdos vegetativos e reprodutivos uma caracteristica comum a
membros desta familia (Judd et al. 2009). Embora estudos sobre a morfologia dos
tricomas de Verbenaceae sejam raros, sabe-se que a diversidade morfoldgica dessas
glandulas em espécies da familia é grande (Inamdar 1969; Bonzani et al. 2003; Santos
et al. 2004; Combrick et al. 2007; Argyropoulou et al. 2010; Martinez-Natarén et al.
2011). Mais de um tipo morfoldgico de tricoma pode estar presente num mesmo 6érgéo
de uma mesma planta e diferentes morfotipos de tricomas glandulares podem secretar
substancias de diferentes naturezas quimicas (Bonzani et al. 2003; Combrick et al.
2007; Argyropoulou et al. 2010). Apesar da importancia dos tricomas glandulares de
Verbenaceae como principais sitios de producdo de substancias bioativas, estudos que
detalhem a morfologia dos tricomas em espécies da familia sdo escassos (Inamdar 1969;
Argyropoulou et al. 2010), principalmente no que se refere as espécies nativas.

O género Lippia apresenta aproximadamente 240 espécies de ampla distribuicao
(Pascual et al. 2001), muitas delas com grande importancia na medicina popular e na
indUstria farmacéutica (Pascual et al. 2001; Aguiar & Costa 2005). Os 6leos essenciais
produzidos por espécies deste género sdo ricos em mono e sesquiterpenos e suas
atividades antiflngica, bactericida e analgésica vém sendo experimentalmente
comprovadas (Viljoen et al. 2004; Pascual et al. 2001; Aguiar & Costa 2005; Fontenelle
et al. 2007; Brito et al. 2009). Lippia origanoides Kunth. é uma espécie de Verbenaceae
nativa do Cerrado brasileiro. Pesquisas recentes indicam que compostos bioativos
isolados, extraidos das partes aereas desta espécie, podem inibir o crescimento de
células cancerosas causadoras de melanoma e acarretar apoptose em outros tipos de

células tumorais (Funari et al. 2011; Dozio et al. 2010), além de apresentarem atividades
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antimicrobiana, antiviral, acaricida, antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatéria e
alelopatica (Oliveira et al. 2007; Rocha-Gusman et al. 2007; Cavalcanti et al. 2010;
Stashenko et al. 2010; Pilau et al. 2011; Rivero-Cruz et al. 2011; Rodrigues et al. 2011;
Gomes et al. 2012; Marco et al. 2012; Stashenko et al. 2013; Veras et al. 2013).
Contudo, as caracteristicas estruturais e celulares das glandulas responsaveis por
produzir tais compostos sdo desconhecidas.

O objetivo deste trabalho foi analisar a distribuicdo, morfologia, histoquimica e
ultraestrutura dos tricomas glandulares e tectores nos eixos vegetativo e reprodutivo de
Lippia origanoides do cerrado, buscando associar o morfotipo glandular com a natureza
quimica da secrecdo produzida. Nossos resultados proporcionardo avangos no
conhecimento sobre 0s mecanismos de produgdo de importantes compostos
biologicamente ativos e poderdo subsidiar pesquisas futuras em diferentes areas da

ciéncia visando a manipulacdo dessa producao.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal
Para esse estudo, foram amostrados cinco individuos adultos de L. origanoides
vegetando no campo cerrado, em uma reserva particular localizada na Fazenda Palmeira
da Serra, municipio de Pratania (S 22°48°50,2” ¢ W 48°44°35,8”), estado de S&o Paulo.
Foram coletados apices caulinares, folhas completamente expandidas localizadas
entre o terceiro e quarto nés caulinares, porcGes de caule jovem localizadas a 1,5 cm do

apice, flores em antese e bracteas.
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Ramos férteis foram depositados no Herbério Irina Delanova Gemtchujnicov
(BOTU), do Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias de Botucatu,

UNESP, sob o registro BOTU 28299.

Microscopia de luz

Amostras foram fixadas em FAA 50% (Johansen 1940), desidratadas em série
etilica e embebidas em resina metacrilato (Gerrits 1991). Secg¢des transversais com 6um
de espessura obtidas em micrétomo rotativo semi-automético foram coradas com Azul
de toluidina 0,05%, pH 4,3 (O’Brien 1964); laminas permanentes foram montadas com
Permount (Gerlach 1969). Os aspectos mais relevantes foram documentados em
fotomicroscopio Leica acoplado a sistema de captura de imagens. Para ilustrar as
particularidades estruturais dos tricomas foram elaboradas ilustragdes com auxilio de

microscopio de projecao e camara clara acoplada ao microscopio de luz.

Testes Histoquimicos

Para identificacdo das principais classes quimicas de substancias presentes nos
tricomas, amostras de folhas e caules jovens recém coletados foram seccionadas com
auxilio de microtomo de Ranvier e as sec¢des com cerca de 10um de espessura foram
tratadas com: Sudan IV para identificacdo de lipidios totais (Johansen 1940); reagente
de Nadi para terpenos (David & Carde 1964); solucdo de cloreto férrico 10% para
compostos fenolicos (Johansen 1940); acido periddico/reagente de Schiff (PAS) para
polissacarideos nédo-celulésicos (Amaral et al. 2001; Taboga & Vilamaior 2001);
reagente de Dragendorff para alcaloides (Yoder & Mahlberg 1976); azul mercurio de
bromofenol para proteinas (Mazia et al. 1953), solucdo de acetato cuprico 10% para

resina (Johansen 1940) e reagente de Lugol para gréos de amido (Johansen 1940).

24



Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Amostras de folhas, caule, flores e bracteas foram fixadas em glutaraldeido 2,5%
em tampao fosfato 0,1M, pH 7,3 por 24 horas, p6s-fixadas em tetréxido de 6smio a 1%
por uma hora e desidratadas em série etilica. Em seguida, foi realizada secagem em
ponto critico e metalizacdo com ouro (Robards 1978). A andlise das amostras foi

realizada em microscopio eletrnico de varredura Fei Quanta.

Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Para o0 estudo dos aspectos ultraestruturais dos tricomas, amostras de limbo
foliar foram fixadas em Karnovsky a 2,5% em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,3 por 24
horas, pos-fixadas em tetroxido de ésmio a 1% no mesmo tampdo por uma hora,
desidratadas em série cetnica e embebidas em Araldite (Machado & Rodrigues 2004).
As amostras ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranila (Watson 1958) e
citrato de chumbo (Reynolds 1963) e examinadas ao microscopio eletronico de

transmissdo Fei Tecnai Spirit.

RESULTADOS

Distribuicéo, morfologia e histoquimica dos tricomas

Tricomas tectores e glandulares foram observados no caule (Fig. 1A), nas faces
abaxial e adaxial do limbo foliar (Fig. 1B), bractea (Fig. 1C) e pétalas e na face abaxial
das sépalas (Fig. 1D). Nas folhas estdo presentes desde a fase de primoérdios foliares
(Fig. 1E). No bordo das bracteas, observa-se um tricoma tector alongado (Fig. 1C). A

face abaxial das pétalas é pubescente desde sua regido mediana até o apice, sendo glabra
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na porcao inferior; na face adaxial das pétalas tricomas ocorrem na altura do estigma. O
gineceu e 0 androceu ndo apresentaram tricomas glandulares ou tectores.

Foram identificados cinco tipos morfoldgicos de apéndices com caracteristicas
tipicas de tricomas glandulares nos 6rgdos aéreos de L. origanoides (tipos I, 11, 111, IV e
V), e um tipo com formato de tricoma tector (tipo VI), com distribuicdo diferencial
entre os Orgaos estudados (Tab. 1).

O tricoma glandular tipo | € composto por uma célula basal proeminente que se
insere entre as demais células da epiderme, pedinculo curto constituido por uma Unica
celula achatada transversalmente e cabega secretora unicelular ovalada (Fig. 2A-C).
Proteina, compostos fendlicos, polissacarideos, lipidios totais e terpenos foram
histoquimicamente detectados na célula da cabeca secretora, e polissacarideos e lipidios
na célula basal e peduncular (Tab. 2).

O tricoma glandular do tipo Il possui uma célula basal proeminente, peddnculo
unicelular alongado e uma célula colar estreita que liga o pedinculo a cabeca secretora
unicelular ovalada (Fig. 2D-F). As células da base e do pedinculo possuem paredes
anticlinais espessadas cutinizadas (Fig. 2D-E). Lipidios totais, terpenos e compostos
fendlicos foram detectados no protoplasto da célula da cabeca secretora (Tab. 2).

O tricoma do tipo Il também é tipicamente glandular e apresenta uma célula
basal ligeiramente alongada, pedunculo unicelular curto e cabeca secretora ovalada com
quatro células (Fig. 2G-I). Os testes histoquimicos indicaram a presenca de compostos
fenolicos na célula basal e peduncular; alcaloides na célula peduncular; além de lipidios
totais, compostos fendlicos, proteina, alcaloides e polissacarideos nas células da cabeca
secretora (Tab. 2).

O tipo IV é um tricoma glandular em forma de ampola, composto por uma célula

basal ligeiramente alongada, pedunculo unicelular curto e cabeca secretora alongada
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com quatro células (Fig. 2J-L). Substancias fendlicas, proteinas e terpenos foram
detectados nas células da cabeca, proteinas na célula peduncular e polissacarideos nas
células basal, peduncular e da cabeca (Tab. 2).

O glandular tipo V possui base unicelular proeminente, peddnculo bicelular
alongado e cabeca secretora unicelular esférica (Fig. 2M-0). Os testes histoquimicos
detectaram substancias fendlicas na célula da cabeca, proteinas e terpenos nas células do
pedlnculo e da cabeca, e polissacarideos nas células basal, peduncular e da cabeca (Tab.
2).

O tipo VI apresenta morfologia tipica de tricoma tector. E alongado, unisseriado
com base constituida por 4-10 células formando roseta e pice conico unicelular (Fig.
2P-R). Os testes histoquimicos detectaram a presenca de lipidios totais, terpenos e

alcaloides na célula apical (Tab. 2).

Ultraestrutura dos tricomas

Neste trabalho foram descritos os aspectos ultraestruturais dos cinco tipos
morfolégicos de tricomas ocorrentes no limbo foliar.

No tricoma tipo I, a célula da cabeca secretora exibe cuticula delgada, onde
observa-se uma linha de deiscéncia (Fig. 3A). Nesse morfotipo glandular, a cuticula
permanece aderida a parede celular, sem a formacdo de espaco subcuticular (Fig. 3B).
Na porcdo mediana da célula da cabega, observa-se uma regido mais delgada (Fig. 3B);
essa regido, em estagio posterior do ciclo secretor, se rompe ao redor de toda a
circunferéncia da célula (Fig. 3C) e a porcdo superior da cabeca se destaca,
permanecendo no apice do tricoma uma estrutura semelhante a um prato (Fig. 3D). As
paredes da célula da cabeca sdo delgadas e apresentam aspecto laxo; ramificacbes

elétron-densas atravessam a parede e a cuticula (Fig. 3E) e sdo observadas em toda a
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extensdo da célula; o citoplasma é reduzido a uma pequena faixa na periferia da célula
devido a presenca de um grande vacuolo central preenchido por secrecdo com aspecto
fibrilar e granulos elétron-densos (Fig. 3 B, E); no citoplasma s&o encontradas vesiculas
e gotas de 6leo em abundancia (Fig. 3E). A célula do pedunculo possui parede celular
pecto-celulosica delgada (Fig. 3B, F); plasmodesmos ocorrem nas paredes periclinais
conectando a célula peduncular com a base (Fig. 3F) e a cabeca do tricoma; o
citoplasma é abundante e apresenta mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso,
plastidios desprovidos de tilacdides contendo gotas lipidicas volumosas e vacuolos
pequenos; gotas de Oleo sdo observadas dispersas no citoplasma (Fig. 3F). A célula
basal possui parede celular pecto-celulésica delgada (Fig. 3B, G, H), com
plasmodesmos nas paredes anticlinais e periclinais conectando-a com a célula
peduncular, células epidérmicas vizinhas e mesofilo (Fig. 3G, H); o nucleo é volumoso
com contorno irregular (Fig. 3H); o citoplasma € abundante e apresenta dictiossomos
ativos na producdo de vesiculas (Fig. 3G), extensivo reticulo endoplasmatico rugoso,
mitocdndrias com globulos elétron-densos e gotas de 6leo dispersas; os vactolos
apresentam tamanhos variaveis e contém inclusdes lipidicas e material fibrilar (Fig.3H).

No tricoma tipo Il, a célula da cabeca secretora apresenta cuticula delgada;
secrecdo pode ser observada na superficie de alguns tricomas (Fig. 4A); a cuticula
permanece aderida a parede celular, sem formacao de espaco subcuticular (Fig. 4B); ao
longo da circunferéncia da célula da cabeca, sdo observadas regides mais delgadas que
originam poros por onde a secrecao é liberada (Fig. 4B); as paredes da célula da cabeca
sdo delgadas com aspecto laxo, sendo impregnada por aglomerados de material elétron-
densos (Fig. 4C); o citoplasma € reduzido a uma estreita faixa na periferia da célula
devido a presenca de um grande vacuolo central (Fig. 4B). A célula colar possui paredes

espessas e protoplasto bastante reduzido (Fig. 4D). As células peduncular e basal (Fig.
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4E-1) possuem organizacdo semelhante; apresentam paredes celulares anticlinais
espessas com aspecto lamelar, sendo que granulos elétron-densos sdo observados em
meio as microfibrilas de celulose (Fig. 4G); plasmodesmos estdo presentes nas paredes
periclinais (Fig. 4F); o ndcleo é conspicuo com contorno irregular (Fig. 4H); no
citoplasma, observam-se dictiossomos hiperativos, mitocondrias com cristas dilatadas e
glébulos elétron-densos, reticulo endoplasmaético rugoso, polirribosomos (Fig. 4G-1); os
plastidios sdo polimérficos, possuem tilacdides e acumulam grdos de amido de
diferentes tamanhos, além de gotas lipidicas (Fig. 4H-1); imagens sugerem a divisdo de
plastidios (Fig. 41); vesiculas sdo observadas bem proximas & membrana plasmatica
(Fig. 4G); os vacuolos apresentam diferentes tamanhos e contém material floculado e
inclusdes lipidico (Fig. 4l); gotas de 6leo ocorrem dispersas no citoplasma e na
proximidade de vacutolos (Fig. 4H, ).

No tricoma tipo Ill, a cuticula que reveste as células da cabeca é delgada, com
aspecto irregular e apresenta poros (Fig. 5A); nesse tipo de tricoma, a cuticula se
distende formando um espaco subcuticular preenchido por material fibrilar e inclusdes
osmiofilicas (Fig. 5B); as paredes das células da cabeca sdo delgadas e apresentam
ramificacdes elétron-densas em sua por¢cdo mais interna; no espaco periplasmatico
observa-se material com aspecto semelhante aquele que preenche o espaco subcuticular
(Fig. 5B); o citoplasma dessas células é abundante e elétron-denso e os vacuolos séo
pequenos (Fig. 5C-E); o nudcleo é volumoso com contorno irregular (Fig. 5C);
numerosas mitocondrias contendo globulos elétron-densos, reticulo endoplasmatico
rugoso, dictiossomos hiperativos e vesiculas foram observados no citoplasma (Fig. 5C-
E); os plastidios sdo volumosos, desprovidos de tilacoides e apresentam numerosas
inclusbes osmiofilicas com aspectos distintos, possivelmente lipidios e proteinas; gotas

de o6leo ocorrem dispersas no citoplasma (Fig, 5C, E); vesiculas foram observadas em
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intima associacdo com a membrana plasmatica; a imagem de corpos paramurais €
bastante comum (Fig. 5D). A célula peduncular possui parede celular pecto-celuldsica
delgada (Fig. 5F) com plasmodesmos nas faces periclinais; o citoplasma ¢ elétron-denso
e abundante (Fig. 5F); os vacuolos sdo pequenos e apresentam contetdo floculado ou
fibrilar, além de lipidios (Fig. 5F, G); figuras de mielina ocorrem no interior de alguns
vacutolos (Fig. 5G); mitocondrias com globulos elétron-densos, ribossomos e gotas de
6leo dispersas sdo observados no citoplasma (Fig. 5F, G); os plastidios sdo volumosos e
contém proeminentes inclusfes osmiofilicas e corpos prolamelares (Fig. 5F, G) A célula
da base apresenta parede celular pecto-celulésica espessa; o citoplasma é abundante e
apresenta mitocondrias s, plastidios com grdos de amido com sinais de degradacao,
reticulo endoplasmatico rugoso e gotas de 6éleo; os vacuolos contém lipidios e inclusGes
membranosas (Fig. 5H).

No tricoma tipo IV, a célula da cabeca secretora possui parede celular delgada
(Fig. 6A); a cuticula permanece aderida a parede celular e ndo apresenta poros ou linhas
de deiscéncia; o espaco periplasmatico é amplo e preenchido por contetdo fibrilar (Fig.
6B-C); corpos elétron-densos sdo observados no espaco periplasmatico, imersos na
matriz da parede e na cuticula (Fig. 6B-C); o citoplasma é abundante e apresenta
mitocdndrias, reticulo endoplasmatico liso e rugoso, poliribossomos, abundancia de
dictiossomos hiperativos, plastidios desprovidos de tilacoides e numerosas vesiculas
(Fig. 6B-D); os vacutolos sdo pequenos e contém material fibrilar (Fig. 6B, D); inclusGes
osmiofilicas foram observadas dispersas no citoplasma e no interior de plastidios (Fig.
6B, D). A célula peduncular possui parede celular pecto-celulosica delgada, citoplasma
reduzido e grandes vacuolos com contetdo fibrilar e membranoso (Fig. 6E); no
citoplasma sdo observadas mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso, plastidios

contendo inclusdes osmiofilicas e ribossomos (Fig. 6E). A célula basal possui paredes
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pecto-celulésicas delgadas ricas em plasmodesmos (Fig. 6F); o nucleo é volumoso e
apresenta contorno irregular (Fig. 6H); o citoplasma € reduzido devido a presenca de
grandes vacuolos contendo material fibrilar (Fig. 6F); mitocéndrias com glébulos
elétron-densos, reticulo endoplasmatico rugoso, dictiossomos, gotas de 6leo livres,
poliribossomos e plastidios com grdos de amido e pequenas inclusdes lipidicas sdo
observados no citoplasma (Fig. 6G).

No tricoma tipo VI, a célula apical possui parede pecto-celuldsica e cuticula
espessa podendo ser lisa em algumas tricomas (Fig. 7A) ou com ornamentacoes
semelhantes a verrugas em outros (Fig. 7B). Em tricomas mais jovens, o citoplasma é
abundante (Fig. 7C) e apresenta mitocondrias, reticulo endoplasmatico, dictiossomos,
plastidios com inclusdes osmiofilicas, vesiculas e gotas de dleo dispersas (Fig. 7D, E); o
vacuolo é preenchido por lipidios (Fig. 7D). Em fases posteriores do desenvolvimento
do tricoma, as paredes da célula apical se tornam mais espessas e lignificadas e o
citoplasma se torna bastante reduzido (Fig. 7F). As células da base possuem paredes
espessas (Fig. 7G) com aspecto lamelar (Fig. 7H); na cuticula sdo observadas
ramificacbes elétron-densas (Fig. 7G); acumulos de substancias elétron-densas sdo
observados na porcao externa da parede e na cuticula (Fig. 7H); o citoplasma apresenta
aspecto floculado e numerosas gotas de 6leo volumosas (Fig. 7H).

A tabela 1 apresenta uma compilacdo dos dados sobre a distribuicdo, morfologia

e ultraestrutura celular dos diferentes tipos de tricomas de L. origanoides.

DISCUSSAO
Neste trabalho foi demonstrado que tricomas tectores e glandulares produtores
de diferentes categorias de substancias ocorrem no limbo foliar, bracteas, sépalas e

pétalas de L. origanoides, estando ausentes nos verticilos férteis das flores. Tricomas
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tectores e glandulares podem atuar na protecdo da planta contra fatores bidticos e
abioticos, tais como alta intensidade luminosa, temperatura elevada, ataque de
herbivoros e infeccdo por patdgenos, além de exercer papéis importantes na reproducéo,
atuando na atracdo de agentes polinizadores e dispersores (Werker 2000; Paiva &
Martins 2011). Considerando-se que as flores de L. origanoides apresentam corola
tubular, androceu e gineceu apresentam-se bem protegidos pelos verticilos externos e
bracteas, o que pode explicar a auséncia dessas estruturas nos 6rgdos ferteis. Além
disso, a auséncia de tricomas nos 6rgdos féerteis de L. origanoides pode estar relacionada
a menor intensidade luminosa que atinge tais estruturas. Estudos demonstram que a
radiagdo UV age na inducdo do desenvolvimento de tricomas (Milanez & Machado
2011), conferindo vantagens adaptativas a condi¢cdes abidticas desfavoraveis (Gitz &
Liu-Gitz 2003).

A combinacdo de diferentes técnicas de microscopia possibilitou a identificagdo
de diferentes morfotipos de tricomas em L. origanoides, com base em seus aspectos
morfoldgicos, histoquimicos e ultraestruturais. Foram identificados cinco morfotipos
com caracteristicas tipicas de tricomas glandulares e um morfotipo com morfologia de
tricoma tector e atividade secretora. A grande diversidade morfoldgica de tricomas
observada em L. origanoides é comum para outras espécies de Verbenaceae (Inamdar
1969; Bonzani et al. 2003; Santos et al. 2004; Combrick et al. 2007; Argyropoulou et al.
2010; Martinez-Natarén et al. 2011).

Sabe-se que a morfologia dos tricomas glandulares pode apresentar significado
taxonémico colaborando na identificagdo de espécies e géneros de diferentes familias
(Falciani et al. 1995; Salmaki et al. 2009). O’Leary et al. (2012) sinonimizaram L.
origanoides com 28 espécies pertencentes aos géneros Lippia e Lantana. Uma das

espeécies sinonimizadas, Lippia graveolens, teve o indumento foliar estudado e descrito
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como contendo dois tipos de tricomas glandulares, ambos com cabeca secretora
unicelular esférica (Martinez-Natarén et al. 2011), sendo um deles bastante similar com
0 tipo V descrito no presente trabalho. Entretanto, nossos resultados demonstram a
existéncia de um numero bem maior de morfotipos de tricomas glandulares nas folhas
de L. origanoides. Essa discrepancia pode significar possiveis problemas taxonémicos.
Tricomas glandulares com aspectos morfoldgicos e histoquimicos semelhantes
aqueles descritos para o tipo | no presente trabalho parecem ser bastante comuns para
espécies de Lippia, (Santos et al. 2004; Combrinck et al. 2007; Argyropoulou et al.
2010). Nesse morfotipo glandular, a célula da cabeca secretora apresenta citoplasma
reduzido e um grande vacuolo central, onde a secrecdo se acumula. Aspecto semelhante
foi observado no tricoma tipo Il. Segundo Argyropoulou et al. (2010), em tricomas
glandulares com tais caracteristicas, a cabeca secretora atua apenas para estocagem de
substancias produzidas pelas demais células do tricoma. De fato, a observacdo
generalizada de plasmodesmos nas paredes das células desses morfotipos glandulares
corrobora a hipétese de que as substancias produzidas nas células basais e do pedinculo
podem ser transportadas para a célula da cabeca do tricoma via simplasto (Evert 2006).
De forma, geral, para todos os morfotipos de tricomas encontrados no presente trabalho,
a presenca de numerosas mitocondrias, dictiossomos, reticulo endoplasmético rugoso,
plastidios com inclusdes lipidicas e gotas de 6leo livres no citoplasma das células do
pedinculo e da base indica sua atuacdo na producdo de substancias de natureza diversa
(Evert 2006; Fahn 1979). Em tricomas onde as células da cabeca apresentam a
maquinaria necessaria para o0 processo de sintese da secre¢do como os tipos Il e 1V, as
células da base e do pedunculo podem atuar no fornecimento de substancias precursoras
necessarias para a formacdo do exsudato. Segundo Argyropoulou et al. (2010), os

produtos primarios se movem das células da base para o pedunculo e dai para a cabeca
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do tricoma onde se d& a producdo dos constituintes do Oleo essencial e outras
substancias. A presenca de plastidios com graos de amido com diferentes tamanhos nas
células basal ou peduncular dos tricomas Il, 11l e IV sugere que a hidrolise do amido
forneca recursos para a producdo da secrecdo (Paiva & Machado 2008). Além disso, a
presenca de numerosas mitocondrias com cristas dilatadas e globulos elétron-densos
sugere a alta atividade metabdlica dessas células (Sachetti et al. 1999).

A secrecdo acumulada no vactolo da célula da cabecga dos tricomas | e Il pode
ser liberada para o apoplasto por diferentes processos, dependendo de sua natureza
quimica; assim, o material lipidico observado no vacuolo e no citoplasma dessas células
pode atravessar a membrana plasmatica e a parede celular caracterizando processo
écrino de secrecdo; por outro lado, a observacdo de vesiculas prédximas a membrana
plasméatica sugere processo granulocrino de secrecdo, comum na liberacdo de
substancias hidrofilicas (Fahn 1979; Evert 2006; Rodrigues & Machado 2012). Ainda, a
observacdo de uma ruptura ao redor de toda a circunferéncia da célula da cabeca do
tricoma tipo | de L. origanoides e a posterior destacamento da porcéo superior do
tricoma sugerem a ocorréncia de processo holécrino de secrecdo em estadios mais
tardios do desenvolvimento do tricoma. Entretanto, esse processo ainda ndo foi
inteiramente compreendido e merece maior atencdo. A presenca de uma linha fréagil que
permite o destacamento da porcdo superior do tricoma com consequente liberacdo da
secrecao foi relatada em outras espécies (Ascensdo et al. 1995; Bruni & Modenesi 1983;
Argyropoulou et al. 2010).

Nas células da cabeca secretora do morfotipo glandular 11, a presenca de
dictiossomos, reticulo endoplasmatico rugoso e plastidios com inclusdes osmiofilicas
sugerem que essas celulas podem produzir polissacarideos, proteinas e substancias

lipidicas; nas células da cabeca dos tricomas do tipo 1V, chama atencdo a abundancia de
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dictiossomos hiperativos sugerindo intensa producdo de substancias hidrofilicas (Fahn
1979; Ascensdo & Pais 1998; Rodrigues et al. 2011; Rodrigues & Machado 2012). Nas
celulas da cabeca dos tricomas Il e IV, acimulo de material fibrilar, tipicamente
polissacarideos (Ascensdo & Pais 1998), e de glébulos elétron-densos foi observado no
amplo espaco periplasmatico, indicando que a secre¢do liberada a partir do protoplasto
por processo écrino ou granulocrino permanece acumulada entre a parede celular e a
membrana plasmatica (Fahn 1979; Ascensdo & Pais 1998; Evert 2006).

A presenga de uma linha de deiscéncia ou de poros na cuticula, como observado
em eletromicrografias de varredura para os tricomas | e Il e 11, sugere que a liberagéo
do exsudato para 0 meio externo ocorra através de aberturas na cuticula (Fahn 1979;
Evert 2006; Argyropoulou et al. 2010). Entretanto, substancias lipofilicas sdo capazes
de atravessar a cuticula sem a necessidade de aberturas ou de estruturas especiais (Evert
2006). Ainda, a presenca de canais de pectina (visualizados ao microscopio eletronico
de transmissdo como ramificacBes elétron-densas) na cuticula das células secretoras dos
tricomas |, 11, 11l e IV pode facilitar a passagem da secrecdo, principalmente de sua
porcdo hidrofilica (Ascensdo & Pais 1998), em situacdes onde poros ou rupturas
cuticulares ndo ocorrem ou ainda ndo foram formados.

O espessamento e a cutinizacdo das paredes periclinais das células da base e do
pedunculo dos tricomas do tipo Il de L. origanoides sdo aspectos que merecem atencao;
as propriedades dessas paredes podem dificultar as trocas de substancias com as células
adjacentes, dificultando o fluxo de substancias para o mesofilo e fornece suporte
adicional a glandula colaborando na manutencao de sua estrutura (Ascenséo et al. 1999;
Comobrinck et al. 2007; Argyropoulou et al. 2010). Autores sugerem que a cutinizagdo
das paredes laterais das células do pedunculo pode representar uma fonte de cutina no

processo de espessamento da cuticula (Bosabilidis & Tsekos 1982). Em L. origanoides,
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a presenca de corpos eletron-densos nas paredes celulares pode estar relacionada a este
processo de cutinizag&o.

Tricomas glandulares semelhantes estruturalmente aos descritos nesse trabalho
como tipo Il tem sido comumente descrito morfologicamente por outros autores para
espécies de Lippia (Combrinck et al. 2007; Santos et al. 2004; Argyropoulou et al.
2010). Entretanto, nenhum dos trabalhos encontrados explora o0s aspectos
ultraestruturais desse tipo glandular. Nas células do pedunculo, a presenca de plastidios
com conspicuas inclusbes elétron-densas ¢ um aspecto diferencial para esse tipo de
tricoma, podendo representar alcaldides (Wink 1987) e/ou proteinas (Evert 2006).
Segundo Roshchina & Roshchina (1993), os plastidios sdo 0s principais sitios de sintese
de alcaldides. Nas células pedunculares do tipo 11l chama atencdo, também, a presenca
de corpos prolamelares nos plastidios; tais inclusdes sdo comumente relatadas em
plantas que vivem em condi¢des de sombreamento (Gunning 2001; Evert 2006); a
presenca dessas estruturas em L. origanoides pode ser explicada pelo sombreamento
proporcionado pelos demais tipos de tricomas sobre o morfotipo 11l que se apresenta
mais curto, principalmente em comparag¢do com os tricomas do tipo VI.

O tricoma tipo VI de L. origanoides apresenta carateristicas morfolégicas
externas tipicas de tricoma tector com base multicelular e dpice conico com extremidade
afilada. Entretanto, nossos resultados mostraram a presenca de diferentes categorias de
metabdlitos no interior de suas células, identificadas histoquimicamente como lipidios
totais, terpenos e alcaloides. Assim, esse morfotipo de tricoma € ativo na producéo de
secrecdo, sugerindo que alem de protecao fisica (Behnke 1984) eles atuem na defesa
quimica dos individuos. Combrinck et al. (2007) descrevem um tipo semelhante de
tricoma em L. scaberrima como estruturas de estocagem de metabolitos secundarios,

principalmente compostos glicosidicos e fenolicos. Entretanto, em L. origanoides ficou
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claro que os tricomas do tipo VI ndo atuam apenas na estocagem de metabolitos
secundarios, mas sao ativos na producdo dessas substancias, uma que vez que a
maquinaria celular observada nesses tricomas corresponde aquela de células produtoras
de substéancias lipofilicas (Evert 2006).

L. origanoides é conhecida principalmente pela producdo de Oleos essenciais
com potencial aromético e medicinal (Pilau et al. 2011; Marco et al. 2012; Stashenko et
al. 2013; Veras et al. 2013). De fato, terpenos foram histoquimicamente detectados nos
tricomas |, I, IV, V e VI. Entretanto, nossos resultados mostraram que diferentes
categorias quimicas de substancias podem ser produzidas pelos tricomas de L.
origanoides, existindo correlacéo entre morfotipo glandular e secregéo.

A distribuicdo diferencial dos morfotipos de tricomas nos 6rgaos aéreos de L.
origanoides pode estar relacionada ao papel diferente de cada morfotipo de tricoma e
das substancias produzidas por ele em cada 6rgdo (Ascensdo et al. 1999). Assim,
tricomas produtores de lipidios totais, substancias fendlicas, proteinas, polissacarideos e
terpenos, como aqueles classificados no presente trabalho como tipos | (presentes em
folhas, caules, flores e brécteas) e Il (presentes em folhas e caule) podem exercer
diferentes papéis ecoldgicos como protecdo contra ataque de herbivoros e patégenos,
protecdo contra alta intensidade luminosa e atracdo de agentes polinizadores e
dispersores, devido a presenca de terpenos (Werker 1993; Ascensdo et al. 1999;
Langenheim 2003). Além disso, substancias hidrofilicas, como os polissacarideos,
presentes nos tricomas | a V podem atuar na manutencdo do potencial hidrico das
células e na lubrificacdo dos primordios foliares, facilitando a expansdo foliar e
protegendo os 6rgdos contra dissecacdo (Ascensao et al. 1999; Werker 2000; Machado
et al. 2012), caracteristicas importantes em ambientes com baixa umidade do ar como o

cerrado (Machado et al. 2012). Os tricomas do tipo Il que ocorrem em folhas, flores e
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bracteas apresentam substancias fendlicas em todas as células e sdo ricos em alcaloides;
as substancias fenolicas podem indicar importante papel na protecdo contra radiacao
UV-B, resultante da exposi¢éo aos raios solares (Liakoura et al. 1997), enquanto que os
alcaldides podem estar associados a defesa quimica, uma vez que sdo toxicos para
herbivoros (Levin 1973; Wagner 1991); substancias fenolicas também parecem ser o
material biologicamente ativo produzido pelos tricomas do tipo IV presentes em folhas,
caules e bracteas. Da mesma forma, tricomas do tipo V, que ocorrem exclusivamente no
caule de L. origanoides e apresentam substancias fenolicas e terpenos, podem ser
especializados na protecdo contra fatores bidticos e abidticos (Liakoura et al. 1997;
Werker 2000). No que se refere aos tricomas do tipo VI, sua funcdo de protecéo
quimica é sugerida pela presenca de terpenos e alcaldides.

Esse trabalho evidenciou a diversidade estrutural dos tricomas de L. origanoides
e mostrou serem esses 0s sitios de sintese e acimulo de substancias de valor ecoldgico e
medicinal, indicando a necessidade de novos estudos para o entendimento do papel de
cada morfotipo de tricoma nas relacGes ecoldgicas dessa espécie e na producdo das

substancias exploradas comercialmente.
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Tabela 1. Distribuicdo, morfologia, aspectos ultraestruturais e forma de liberagdo da secrecdo dos tricomas de Lippia origanoides Kunth (Verbenaceae).

Tipo Distribuicéo Morfologia Ultraestrutura Forma de
Liberacéo da
secrecao

I Primérdio  foliar, Glandular. Base unicelular, Cabeca: cuticula com linha de ruptura; pequena faixa de citoplasma Holdcrina;
folha  expandida, colar e cabeca secretora com vesiculas, gotas de 6leo e grande vactolo central. Peddnculo: Ecrina;
caule, bractea, unicelular ovalada. estreito com poucas organelas; plasmodesmos. Base: Pequenos granulécrina
calice e corola vaclolos, mitocdndrias, reticulo endoplasméatico rugoso e

dictiossomos; plasmodesmos nas paredes anticlinais e periclinais.

I Primordio  foliar, Glandular. Base e pedinculo Cabeca: cuticula com poro; faixa citoplasmatica periférica com Ecrina;
folha expandida e unicelulares, colar e cabeca gotas de 6leo e grande vacuolo central. Base e pedunculo: paredes granulécrina
caule secretora unicelular ovalada. anticlinais espessas e cutinizadas, plasmodesmos nas paredes

periclinais; plastidios com tilacoides e amido, mitocdndrias, reticulo
endoplasmatico rugoso, dictiossomos, vacutolos e vesiculas. Colar:
estreito e com poucas organelas.

11 Primordio  foliar, Glandular. Base e pedinculo Cabeca: cuticula com poro; espaco subcuticular e periplasmatico; Ecrina;
folna  expandida, unicelulares e cabeca secretora reticulo endoplasmatico  rugoso, dictiossomos, plastidios. granulécrina
bractea e corola 4-celular esférica. Pedlnculo: mitocéndrias, plastidios com corpo prolamelar, figura

de mielina em vactolos. Base: gotas de 6leo livre no citoplasma e
mitocOndrias com cristas dilatadas.

IV Primérdio  foliar, Glandular. Base e pedinculo Cabeca: espaco periplasmatico; dictiossomos, plastidios, reticulo Ecrina;
folna  expandida, unicelulares e cabecga secretora endoplasmatico rugoso e vactolos. Base e peddnculo: plastidios granulécrina
caule e bréactea 4-celular em forma de ampola.  com amido, mitocéndrias, vacutolos e gotas de 6leo.

\YJ Caule Glandular. Base unicelular - -

proeminente, pedunculo
bicelular e cabega secretora
unicelular esférica.

Vi Primordio  foliar, Tector. Unisseriado com 4-10 Apice: mitocondrias, gotas de 6leo em abundancia e vesiculas. Ecrina
folna  expandida, células formando ao redor da Base: acumulo de secrecdo na parede, plasmodesmos na parede
caule, bractea, base unicelular e &pice cbnico periclinal externa.

calice e corola

unicelular.
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Tabela 2. Histoquimica dos tricomas de Lippia origanoides Kunth (Verbenaceae).

Tipos de tricomas glandular

Substancias

I Il v \Y/ Vi

cb cp cgjcb cp cc cgicb cp cgjcb cp cg | cb cp cg ca

Lipidios totais + + 4+ - - -+ - -+ - - - - - - ¥
Compostos fendlicos - -+ - - -+ i+ o+ o+ - -t - - + -
Proteinas - -+ -+ - - -+ -+ 4 - + + -
Polissacarideos neutros + 4+ + i+ o+ o+ I+ o+ L+ o+ o+ L+ o+ 4 -
Terpenos - -+ - - -+ - - - - + - + + +
Alcal6ides e T T R S - - - - +
Amido - T - - - - -

cb: célula basal; cp: célula peduncular; cc: célula colar; cg: cabeca glandula; ca: célula apical; +: positivo; -: negativo.
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Figura 1. Distribuicdo dos tricomas tectores e glandulares em Lippia origanoides. A.
Caule. B. Limbo foliar. C. Bractea. D. Sépala. E. Primoérdio foliar. Tt. Tricoma tector;

Tg: tricoma glandular. Barras: A =80 um, B, C, D =50 um; E =40 pm.

Figura 2. Representacdo esquematica, fotomicrografias e eletronmicrografias (MEV)
dos tricomas de Lippia origanoides. A-C. Tricoma tipo I. D-F. Tricoma tipo Il. G-I.
Tricoma tipo I11. J-L. Tricoma tipo IVV. M-O. Tricoma tipo V. P-R. Tricoma tipo VI. Cg:
cabeca glandular, Cc: célula colar, Cp: célula peduncular, Cb: célula basal, Ca: célula
apical. Barras: A=30 um; B, L=15um; C, D, E, J, Q, R =25 um; H, K= 10 um; F,

G =20 pum; P =50 um.

Figura 3. Eletronmicrografias (MEV e MET) do tricoma tipo | de Lippia origanoides.
A, C, D: MEV; B, E-H: MET. A. Visdo superficial da cabeca. A seta indica a linha de
abertura da cuticula. B. Aspecto geral mostrando célula basal, peduncular e cabeca
glandular. A ponta de seta indica regido delgada na célula da cabeca. C. Abertura da
cabeca glandular por uma linha de deiscéncia. D. Tricoma glandular ap6s a liberacdo da
porcdo superior da cabeca secretora. E. Detalhe de célula da cabeca glandular
mostrando parede delgada com aspecto laxo e ramificacdes elétron-densas (setas
duplas), citoplasma reduzido e vactolo volumoso. F. Célula peduncular com citoplasma
abundante rico e vacuolos pequenos. Observar a presenca de inclusdes osmiofilicas nos
plastidios e de plasmodesmos na parede periclinal interna (setas). G. Detalhe mostrando
célula colar com citoplasma gotas de 6leo no elétron-denso e célula basal com vacuolo
volumoso e citoplasma rico em dictiossomos, mitocondrias e vesiculas. H. Célula basal
com nucleo volumoso, citoplasma abundante e vactolos. Observar mitocondrias, gotas

de oleo, extensivo reticulo endoplasmatico rugoso. As setas apontam plasmodesmos nas
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paredes anticlinais. Cb: célula basal, Cp: célula peduncular, Ch: célula da cabega
glandular, Ct: cuticula, Pc: parede celular, Va: vactolo, Di: dictiossomo, Mi:
mitocdndria, Nu: nucleo, Ol: o6leo, PI: plastidio, Rr: reticulo endoplasmaético rugoso, Ve:

vesicula. Barras: A, C=25um; B=5um; D=10um; E,G=1um; F, H=2 um.

Figura 4. Eletronmicrografias (MEV e MET) do tricoma tipo Il de Lippia origanoides.
A: MEV; B-I: MET. A. Superficie do tricoma mostrando secre¢do (ponta de seta)
liberada pela célula da cabeca. B. Aspecto geral mostrando célula basal, pedinculo,
colar e célula da cabeca. A ponta de seta indica regido delgada na superficie da célula.
C. Detalhe mostrando parede da célula da cabeca glandular com aspecto laxo. D.
Detalhe mostrando célula colar com parede celular espessa e protoplasto reduzido e
parte de célula peduncular com ramificacdes elétron-densas na parede. E. Célula
peduncular com paredes anticlinais espessas, citoplasma reduzido e grandes vacuolos.
F. Detalhe mostrando porcdo da célula basal e da célula peduncular. A seta indica
vesicula proxima & membrana plasmatica. G. Detalhe da célula peduncular mostrando
parede espessa com aspecto lamelar e inclusbes elétron-densas (setas). H. Célula basal
com nucleo volumoso, mitocéndrias, gotas de 6leo dispersas, vesiculas e plastidios
contendo grdos de amido e inclusdes lipidicas. I. Célula basal mostrando citoplasma
com ribosomos, mitocdndrias com cristas dilatadas, plastidio em divisdo, gotas de 6leo
dispersas e vactolos com contetdo floculado. Ch: célula basal; Cc: célula colar, Cp:
célula do pedunculo, Cg: célula da cabeca glandular, Ct: cuticula, Di: dictiossomo, Mi:
mitocondria, Nu: nucleo, Ol: 6leo, Pc: parede celular, PI: plastidio, Va: vacuolo, Ve :

vesicula. Barras: A=25um; B=10 um; C-G=05um; E=5um; F, H, I =1 um.

57



Figura 5. Eletronmicrografias (MEV e MET) do tricoma tipo 11l de Lippia origanoides.
A: MEV. B-H: MET. A. Aspecto geral do tricoma tipo Il mostrando cuticula irregular
e poro (ponta de seta) na superficie. B. Célula da cabeca glandular mostrando parede
celular com ramificagdes elétron-densas (setas), citoplasma abundante rico em
organelas e vacuolos pequenos. Observar acumulo de secrecdo no espago
periplasmatico e no espaco subcuticular. C. Detalhe de células da cabeca glandular
mostrando nucleo com contorno irregular, plastidios com inclusdes osmiofilicas,
dictiossomos e gotas de 6leo livres no citoplasma. D. Pormenor de célula da cabeca
glandular mostrando plastidios com inclusdes osmiofilicas, mitoc6ndrias, reticulo
endoplasmatico rugoso e vaclolos. Observar vesiculas préximas a membrana
plasmatica, e conteldo fibrilar e corpos paramurais no espaco periplasmatico. E.
Citoplasma de célula da cabeca glandular com reticulo endoplasméatico rugoso,
plastidios com inclusdes lipidicas e proteinas, dictiossomos hiperativos, mitocéndrias e
gotas de 6leo dispersas. F. Célula peduncular com gotas de 6leo dispersas, pequenos
vactolos e plastidios com inclusdes osmiofilicas conspicuas. G. Detalhe de célula
peduncular mostrando plastidios com inclusdes osmiofilicas conspicuas e corpo
prolamelar. Observar figura de mielina no interior de vactolo. H. Célula basal
mostrando citoplasma com gotas de 6leo, plastidios contendo amido e vacuolos. Cp:
corpos paramurais, Ct: cuticula, Ep: espaco periplasmatico, Es: espaco subcuticular,
Fm: figura de mielina, Mi: mitoc6ndrias, Nu: nucleo, Ol: 6leo, PI: plastidio, Pc: parede
celular; Pr: corpo prolamelar, Rr = reticulo endoplasmatico rugoso, Va: vacuolo. Barras:

A=10um;B=2um;C,D,F,G,H=1um; E=0,5 um.

Figura 6. Eletronmicrografia (MET) do tricoma tipo IV de Lippia origanoides. A.

Aspecto geral mostrando célula basal, células do pedinculo e células da cabeca
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glandular. B. Detalhe de célula da cabega glandular mostrando inclusdo elétron-densa
na cuticula (seta), amplo espaco periplasmético e citoplasma com plastidios contendo
inclusdes osmiofilicas, dictiossomos, reticulo endoplasmatico rugoso, gotas de dleo
dispersas, vesiculas e pequenos vacuolos. C. Por¢do de célula da cabeca glandular com
inclusdes elétron-densas no citoplasma, no espaco periplasmatico e na parede celular
(setas). Observar amplo espago periplasmatico preenchido com contetdo fibrilar. D.
Célula da cabeca glandular com grande quantidade de dictiossomos hiperativos, reticulo
endoplasmatico rugoso, plastidio com inclusdes osmiofilicas e pequenos vacuolos. E.
Células da cabeca e célula do pedinculo. Observar no pedtnculo vacuolo, plastidio com
inclusdes osmiofilicas, mitocondrias e vesiculas. Na cabeca glandular observar amplo
espaco periplasmatico preenchido com contetdo fibrilar. F. Plasmodesmos (ponta de
seta) conectando célula da base e do pedunculo. Observar vactolo com contetdo fibrilar
na célula da base. G. Ceélula basal com parede com ramificacdes elétron-densas (seta) na
sua porcdo externa, nucleo volumoso, dictiossomos, mitocondrias, gotas de Oleo
dispersas e plastidios com grdos de amido e inclusdes lipidicas. Cbh: célula da base, Cg:
células da cabeca glandular, Cp: célula do pedinculo, Di: dictiossomo, Ep: espaco
periplasmatico, Mi: mitocdndria, Nu: nucleo, Ol: gota de 6leo, Pc: parede celular, PI:
plastidio, Rr: reticulo endoplasmatico rugoso, Va: vacuolo. Barras: A =5 um; B-G =1

um.

Figura 7. Eletronmicrografias do tricoma tipo VI de Lippia origanoides. A, B: MEV;
C-H: MET. A Tricoma com base multicelular e célula apical afilada com superficie
cuticular lisa. B. Tricoma com superficie cuticular com ornamentagées. C Célula apical
mostrando parede celular, cuticula espessa e citoplasma repleto de gotas de dleo. D.

Detalhe da figura anterior mostrando cuticula espessa, parede celular e citoplasma com
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gotas de 6leo, vesiculas, mitocondrias e vactolo repleto de 6leo. E. Detalhe mostrando
porcdo citoplasmatica de célula apical com nucleo, mitocondrias, plastidios com
inclusdes osmiofilicas e vactolo. F. Tricoma em estagio posterior do desenvolvimento
mostrando reducdo do protoplasto. G. Detalhe de célula basal com ramificacGes elétron-
densas (setas) na parede e cuticula. H. Célula basal mostrando parede celular com
estrutura lamelar e acumulo de substancias elétron-densas (*) na porgdo externa.
Observar citoplasma floculado e gotas de 6leo volumosas. Ct: cuticula; Pc: parede
celular; Mi: mitocdndria, Nu: nacleo Ol: gota de dleo, P: plastidio; Va: vacuolo, Ve:
vesicula. Barras: A =25 um; B =50 um detalhne =20 um; C,F=5um; D, G,H=1 um

E =50 nm.
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Densidade glandular e 6leo essencial em L. origanoides (Tozin et al.)

RESUMO

Introducdo: A presenca de tricomas glandulares em érgdos aéreos vegetativos e
reprodutivos é um aspecto comum a Verbenaceae, onde estdo incluidas numerosas
espécies aromaticas e medicinais. Entretanto, fatores ambientais bidticos e abi6ticos
podem influenciar na densidade de estruturas secretoras formadas, além da quantidade e
da composicdo quimica da secrecdo produzida. Lippia origanoides, espécie nativa do
Cerrado, pode ser encontrada em diferentes fisionomias desta vegetacdo. O Oleo
extraido de suas folhas apresenta potencial medicinal e vém sendo testado no tratamento
de diversas doencas, dentre elas, melanoma. O objetivo deste trabalho foi investigar a
densidade de tricomas glandulares e o rendimento e composicdo quimica do dleo
essencial em 1) folhas e inflorescéncias de L. origanoides do campo cerrado; e em 2)
folhas de individuos vegetando no campo cerrado e no cerrado stricto sensu.
Metodologia: Amostras de folhas e inflorescéncias foram processadas segundo técnicas
convencionais em microscopia eletrénica de varredura. O Gleo essencial de folhas e
inflorescéncias foi obtido por hidrodestilacdo e identificado com auxilio de CG-EM e
CG-DIC. Resultados: Bracteas e sépalas apresentaram maior densidade glandular,

seguidas por pétalas e limbo foliar. A densidade glandular na face abaxial do limbo
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foliar foi maior em individuos do campo cerrado. O rendimento de 6leo essencial nas
inflorescéncias foi maior que nas folhas. A composi¢do quimica do 6leo essencial
variou entre os individuos das diferentes areas e entre individuos da mesma populacéo,
sendo que em cada area foram encontrados trés diferentes grupos quimicos. Concluséo:
Nossos resultados evidenciaram a plasticidade quimica apresentada pelos individuos de
L. origanoides e a influéncia do ambiente na densidade glandular das folhas.

Palavras-chave: campo cerrado, cerrado stricto sensu, 6leo, tricomas glandulares

INTRODUCAO

Tricomas glandulares sdo apéndices epidérmicos presentes em 0Orgaos
vegetativos e reprodutivos de diversas espécies vegetais, capazes de produzir, acumular
e liberar substancias bioativas com diversas composi¢fes quimicas (Werker 1993;
Ascensdo et al. 1999). Dentre essas substancias, os terpenos volateis sdo bastante
comuns, sendo os principais constituintes dos 6leos essenciais responsaveis pelo aroma
e/ou propriedade medicinal de diversas plantas (Langenheim 2003).

O rendimento do 6leo essencial em certas espécies vegetais estd associado ao
namero de tricomas glandulares encontrados em determinado 6rgdo (Yamaura et al.
1989; Gomes et al. 2009). Estudos apontam que ambos os aspectos, rendimento do 6leo
essencial e densidade de tricomas glandulares, podem sofrer influéncia de diversos
fatores ambientais bidticos e abiodticos, como herbivoria, temperatura, luminosidade,
disponibilidade hidrica, altitude, ciclo circadiano e sazonalidade, dentre outros
(Gianfagna et al. 1992; Werker 2000; Pérez-Estrada et al. 2000; Juliani Jr et al. 2002;
Viljoen et al. 2005; Gobbo-Neto & Lopes 2007; Argyropoulou et al. 2007; Gonzales et
al. 2008; Martinez-Natarén et al. 2011). Pesquisas demonstram ainda que, além da

densidade glandular e da quantidade da secrecdo produzida, fatores exdgenos podem
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influenciar na composicdo quimica da secrecdo produzida por determinada espécie
(Juliani Jr et al. 2002; Viljoen et al. 2005; Mesa-Arango et al. 2010) e que diferentes
6rgdos de uma mesma planta podem produzir exudatos com diferentes composi¢oes
quimicas (Bassole et al. 2005; Fornari et al. 2012).

Espécies de Verbenaceae sdo conhecidas pela presenca dos tricomas glandulares
produtores de dleos essenciais, sendo muitas delas amplamente utilizadas pela industria
de farmacos e na medicina popular (Pascual et al. 2001; Judd et al. 2009; Souza &
Lorenzi 2008). Lippia origanoides Kunth, espécie nativa do Cerrado, possui ampla
distribuicdo, ocorrendo da Guiana até o norte da Argentina na América do Sul e na
América Central (O’Leary et al. 2012), ocupando diferentes fisionomias no Cerrado
brasileiro. O 6leo essencial extraido das folhas de L. origanoides apresenta atividades
antimicrobiana, antiviral, acaricida, antioxidante, antibacteriana e antiinflamatoria
(Oliveira et al. 2007; Rocha-Gusman et al. 2007; Cavalcanti et al. 2010; Stashenko et al.
2010; Gomes et al. 2012; Stashenko et al. 2013; Veras et al. 2013). Diferentes
quimiotipos sdo relatados em grande parte dos trabalhos com esta espécie, sendo o p-
cimeno, timol e carvacrol os compostos majoritarios mais comumente relatados
(Oliveira et al. 2007; Cavalcante et al. 2010; Stashenko et al. 2010; Stashenko et al.
2013).

O objetivo deste trabalho foi investigar a densidade de tricomas glandulares e o
rendimento e composi¢do quimica do 6leo essencial em 1) folhas e inflorescéncias de L.
origanoides do campo cerrado; e em 2) folhas expandidas de individuos vegetando no

campo cerrado e no cerrado stricto sensu.

MATERIAL E METODOS

Area de coleta
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Este estudo foi conduzido envolvendo duas populagdes naturais de Lippia
origanoides ocorrentes em diferentes fisionomias de cerrado localizadas na regido
centro-oeste do estado de S&o Paulo, Brasil. Na reserva particular de cerrado da Fazenda
Palmeira da Serra (S 22°49°11,39” ¢ O 48°44°51,18”), localizada no municipio de
Pratania, estado de Sao Paulo, foram demarcados 12 individuos adultos vegetando em
area de cerrado stricto sensu (Fig. 1 A). Na segunda populacdo estudada, uma &rea de
campo cerrado localizada no distrito de Rubi&o Junior, municipio de Botucatu, SP (S
22°53°29,82” ¢ O 48°29°25,81”) (Fig. 1 B), foram demarcados outros 12 individuos
adultos.

O cerrado stricto sensu € caracterizado pela presenca de arvores médias,
arbustos esparsos e algumas herbéceas, enquanto que o campo cerrado caracteriza-se
pelo predominio de gramineas e pequenos arbustos com ocorréncia de algumas arvores
(Maroni et al. 2006). Dessa forma, no cerrado stricto sensu os individuos de L.
origanoides estdo sujeitos ao sombreamento nos horarios iniciais da manha e do final da
tarde, por parte das arvores localizadas aos arredores, enquanto que os individuos que

vegetam no campo cerrado estdo expostos a luz solar durante todo o dia.

Material vegetal

Para a analise de densidade dos tricomas foliares, foram coletadas duas folhas
completamente expandidas de cada um dos 12 individuos ocorrentes nas duas
populagdes: uma folha foi utilizada para estudos da face abaxial do limbo foliar e uma
folha para analise da face adaxial. Foi tambem coletada uma inflorescéncia de cada
individuo do campo cerrado.

Para analises do rendimento de Oleo essencial produzido pelos tricomas

glandulares e para sua caracterizagdo quimica, folhas e inflorescéncias foram coletadas
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durante o verdo, em fevereiro de 2013, a partir de quatro individuos (numerados de 1 a
4) de L. origanoides vegetando no cerrado stricto sensu e de trés individuos (numerados
de 1 a 3) da populago ocorrente no campo cerrado. E importante salientar que um dos
individuos ocorrentes no campo cerrado (individuo nimero 1) encontrava-se sobre um
formigueiro. Todos os individuos estudados encontravam-se no mesmo estagio
fenolégico.

Ramos férteis foram depositados no Herbario Irina Delanova Gemtchdjnicov
(BOTU), do Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias de Botucatu,

UNESP.

Registro das condi¢Ges ambientais

Informacgdes sobre a temperatura e umidade relativa do ar no periodo de
Novembro de 2012 a Mar¢o de 2013, momento em que as folhas estdo em formacao,
foram obtidas com auxilio de DataLogger para o cerrado stricto sensu e da mini estacao
meteoroldgica do Departamento de Botanica da Unesp para o campo cerrado. A
densidade do fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) foi obtida com auxilio de
fluorébmetro em ambos ambientes as 13 horas, em dias consecutivos.

A tabela 1 apresenta os dados de temperatura, umidade relativa do ar, DFFF e

altitude das duas areas estudadas.

Densidade de tricomas glandulares
Amostras de flores e da regido mediana do limbo foliar foram fixadas em
glutaraldeido 2,5% em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,3 por 24 horas, pos-fixadas em

tetroxido de 6smio a 1% por uma hora e desidratadas em série etilica. Em seguida,
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foram secadas em ponto critico, metalizadas com ouro (Robards 1978) e analisadas ao
microscopio eletronico de varredura Fei Quanta.

Para obtengédo dos valores de densidade glandular no limbo foliar e nas pegas
florais, o nimero de tricomas glandulares foi calculado em uma area de 1mm? com
auxilio do software Scandiun acoplado ao sistema de captura de imagens do
microscopio eletrdnico de varredura.

Os resultados obtidos para densidade de tricomas glandulares nas pecas florais e
limbo foliar; e na mesma face do limbo foliar em cada area, foram submetidos a analise
estatistica ANOVA, sendo as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de

probabilidade, com auxilio do software BioEstat 5.0.

Extracdo, quantificacdo e caracterizagcdo da composi¢cao quimica dos 6leos essenciais

Amostras de folhas e inflorescéncias foram acondicionadas em sacos de papel
devidamente identificados e submetidas a secagem em estufa de circulacdo forcada de
ar, em temperatura controlada de 40°C, realizando-se pesagens diérias, até que se
obtivesse massa seca constante.

A extracdo e a andlise da composicdo quimica do 6leo essencial foram conduzidas
no Laboratério de Produtos Naturais, do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agrondémico de Campinas, Campinas — SP.

O Oleo essencial foi extraido por hidrodestilacdo, em aparelho tipo Clevenger
(Craveiro et al. 1981) por duas horas, e, posteriormente, armazenado em frascos de
vidro transparente devidamente identificados e mantidos em freezer a 4°C até a analise
da sua composicdo quimica.

A analise qualitativa da composicdo quimica dos 0Oleos essenciais foi conduzida

em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-
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5000), dotado de coluna capilar de silica fundida OV - 5 (30m x 0,25mm x 0,25um
Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.), operando por impacto de elétrons (70 eV.), hélio
com gas de arraste (1,0 mL/min.), injetor a 240°C, detector a 230°C, volume de
injecdo: 1uL de solugdo (1mg oleo essencial/AImL de acetato de etila), split 1/20 e o
seguinte programa de temperatura: 60°C — 240°C, 3°C/min.

A identificacdo das substancias foi efetuada através da comparagdo dos seus
espectros de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.) e indice de
retencdo (Adams 2007). Os indices de retencdo (IR) das substancias foram obtidos
através da injecdo de uma mistura padrdo de n-alcanos (Sigma-Aldrich, Co-Cy4), nas
mesmas condigdes operacionais descritas acima para o sistema CG-EM, aplicando-se a
equacdo de Van den Dool & Kratz (1963).

A separacdo e quantificacdo (método de normalizacéo de &rea) das substancias foi
conduzida em cromatografo gasoso (CG-DIC, Shimadzu, GC-2010/A0C-20i), dotado
de coluna capilar de silica fundida DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25um), utilizando hélio
como gas de arraste (1,0 mL/min), volume de injecdo: 1uL de solucdo (1mg 6leo
essencial/ImL de acetato de etila), split 1/20 e o seguinte programa de temperatura:
60°C — 160°C, 5°C/min.; 160°C — 230°C, 3°C/min.; 230°C — 280°C, 10°C/min.

O rendimento de dleo essencial foi comparado entre os 6rgaos e entre as areas de
coleta por meio da andlise estatistica ANOVA, sendo as médias comparadas pelo Teste
Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do software BioEstat 5.0. As substancias
majoritarias (> 10%) foram submetidas a analise multivariada, por meio da técnica de
Analise por Componentes Principais (PCA) correlacionando e agrupando os dados dos

componentes quimicos em relacdo a sua proporcéo relativa nos 6leos essenciais.

RESULTADOS
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Densidade de tricomas

Tricomas glandulares foram observados em ambas as faces do limbo foliar (Fig.
2A-B) e das brécteas (Fig. 2C), além da face abaxial das sépalas (Fig. 2D) e pétalas
(Fig. 2E) de L. origanoides. Nas pétalas essas glandulas encontram-se distribuidas na
regido distal, estando ausentes na regido mediana e basal. Estames e carpelos néo
apresentaram tricomas glandulares.

Nas inflorescéncias de individuos do campo cerrado, a densidade glandular
observada foi superior em comparacdo com as folhas (P < 0,00001; F=144,3919)
(Tab.2). Brécteas e sépalas foram os 6Orgdos com maior densidade glandular na
inflorescéncia (Tab. 2).

Tanto para individuos do campo cerrado como do cerrado stricto sensu, a
densidade de tricomas glandulares na face abaxial do limbo foliar (Fig. 2-B) foi cerca de
3 a 4 vezes maior que na adaxial (Fig. 2-A) (Tab. 3).

No que se refere a comparagdo da densidade glandular em folhas de individuos
vegetando nas diferentes fisionomias do cerrado, a densidade de tricomas glandulares
foi maior na face abaxial do limbo foliar de individuos do campo cerrado (P= 0.0009;
F=15.6354). J& para a face adaxial do limbo foliar, a densidade dos tricomas glandulares

n&o variou entre os ambientes (P = 0.2998; F= 1.1297) (Tab. 3).

Perfil quimico do 6leo essencial

O rendimento do Gleo essencial extraido das inflorescéncias de L. origanoides
foi maior quando comparado com o material extraido das folhas (Fig. 3). Nas amostras
provenientes do campo cerrado, a média do rendimento do 6leo foi de 0,58 e 0,14 nas
inflorescéncias e folhas, respectivamente; enquanto que no cerrado stricto sensu a media

foi de 0,76 e 0,28, respectivamente (Fig. 3).
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No que se refere a comparacdo do rendimento do 6leo essencial extraido de
folhas de individuos vegetando nas diferentes areas de cerrado, ndo houve variagao
entre as populagdes.

Para o célculo do rendimento foram desprezadas as amostras de ambos o0s 6rgédos
do individuo 1 do campo cerrado, pois a produgdo de 6leo essencial por este individuo
foi discrepante das demais, sendo de 1,98 e 3,97 nas inflorescéncias e nas folhas,
respectivamente.

Foram identificadas no total 49 substancias no 6leo essencial extraido das folhas
e inflorescéncias dos individuos de L. origanoides. A quantidade de substancias
encontradas nas inflorescéncias foi superior em relacdo as folhas, independente da area
de coleta, variando entre 20-30 nas inflorescéncias e entre 18-28 nas folhas no cerrado
stricto sensu e entre 20-26 e 15-24 nas inflorescéncias e folhas, respectivamente, no
campo cerrado. Os compostos majoritarios variaram entre as areas de coleta, bem como
para um mesmo individuo e o 6rgdo da planta amostrado (Tab. 4).

No cerrado stricto sensu os individuos 1, 2 e 4 apresentaram como substancia
majoritaria nas inflorescéncias o trans-cariofileno (63,4%; 33,7% e 39,3%), enquanto 0
individuo 3 o o-humuleno (58,7%). Nas folhas o individuo 2 apresentou o trans-
cariofileno (33,7%) e o-cadineno (10,3%) como substancias majoritarias; e 0s
individuos 3 e 4 o a-humuleno (66,3% e 40,0%), seguido pelo trans-cariofileno, 9,5% e
24,9%, respectivamente. No campo cerrado a substancia majoritaria do individuo 1 foi o
1,8 cineol tanto nas inflorescéncias (52,2%) como nas folhas (58,2%); o individuo 2
apresentou o B-elemeno nas inflorescéncias (10,2%) e a-humuleno nas folhas (10,3%),
e trans-cariofileno, y-selineno e 7-epi-a-selineno, tanto nas inflorescéncias (11,2%,
14,9% e 10,5%), como nas folhas (9,5%, 16,7% e 13,5%). O individuo 3 apresentou nas

inflorescéncias a-pineno (27,2%) e trans-cariofileno (38,6%), enquanto que nas folhas
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apresentou como majoritario o trans-cariofileno (60,6%) (Tab. 4). O individuo 1 do
campo cerrado nédo apresentou a classe dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos como a
mais abundante dos dleos essenciais, nestes predominam os monoterpenos oxigenados
para a inflorescéncia e folhas, 61,8% e 71,3%, respectivamente (Tab. 4).

A andlise de componentes principais mostra a formagao de trés grupos quimicos
em cada area de coleta. No cerrado stricto sensu apenas os individuos 3 e 4 agrupam-se
constituindo um Unico grupo ; os individuos 1 e 2 formam grupos isolados (Fig. 4). Ja
no campo cerrado ndo ocorre 0 agrupamento de nenhum dos individuos, sendo cada
individuo separado em um grupo quimico (Fig. 4). Ainda, embora a inflorescéncia e
folha de cada individuo estejam agrupadas, as substancias minoritarias, bem como, a

proporcao relativa das substancias majoritarias variam entre os 6rgaos (Tab. 4).

DISCUSSAO

No presente trabalho maior densidade de tricomas glandulares foi observada na
face abaxial do limbo foliar de individuos de L. origanoides crescendo no campo
cerrado, onde a umidade relativa do ar mostra-se discretamente mais baixa e os valores
de DFFF e altitude mais elevados. Pouco se sabe sobre a influéncia de fatores exégenos
na formagdo de estruturas secretoras em plantas, havendo relatos do efeito da luz,
temperatura, altitude, disponibilidade de nutrientes, dentre outros, na densidade de
glandulas em diferentes espécies vegetais (Gianfagna et al. 1992; Pérez-Estrada et al.
2000; Horgan et al. 2009). Estudos comprovam que em ambientes mais secos, a
densidade de tricomas nas folhas de determinada espécie pode ser maior quando
comparada com individuos vegetando em ambiente com maior umidade (Pérez-Estrada
et al. 2000). Da mesma forma, a luminosidade pode influenciar positivamente a

formacdo de tricomas glandulares (Yamaura et al. 1989; Pérez-Estrada et al. 2000).

70



Segundo Pérez-Estrada et al. (2000), além de um papel defensivo contra agentes
bioticos, tricomas glandulares podem atuar na reflexdo de raios solares e assim,
restringir a perda de 4gua. Embora a DFFF tenha variado pouco entre as areas, sabe-se
que o cerrado sensu stricto apresenta maior adensamento vegetal e em determinados
periodos do dia os individuos podem encontrar-se em situa¢fes de sombreamento, o que
ndo ocorre no campo cerrado, devido ao predominio de herbaceas. Assim, o possivel
sombreamento recebido pelos individuos desta &rea pode estar relacionado & menor
densidade de tricomas glandulares, uma vez que plantas expostas a maior radiagéo solar
tendem a possuir maior densidade glandular como mecanismo de protegdo (Gianfagna
et al. 1992; Pérez-Estrada et al. 2000). Ainda, a maior densidade de tricomas
glandulares nas folhas de individuos de L. origanoides vegetando no campo cerrado
pode estar relacionada a maior altitude registrada na area de coleta. A influéncia da
altitude na abundancia de estruturas secretoras foi confirmada por Sheue et al. (2003)
que mostraram maior nimero de glandulas internas em individuos de Pinus taiwanensis
em altitudes medianas (1000 a 2500m), em comparacdo com aqueles encontrados sob
baixas (700m) ou elevadas altitudes (3000m). Segundo os autores, as variacdes no
nimero de estruturas secretoras devem ser resultantes de interacBes genéticas e
ambientais. Da mesma forma, podemos sugerir que as variagdes na densidade glandular
observada entre individuos de L. origanoides vegetando no campo cerrado e no cerrado
stricto sensu podem ser resultantes da interacdo entre fatores ambientais ou micro-
ambientais e fatores geneticos.

Apesar da diferenca observada na densidade glandular em folhas de individuos
de L. origanoides vegetando no campo cerrado e no cerrado stricto sensu, ndo houve
variagdo no rendimento do Oleo essencial entre os ambientes. Esse fato pode estar

relacionado a natureza mista da secrecdo produzida pelos tricomas glandulares de L.
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origanoides. Além de substancias lipidicas, Tozin & Rodrigues (2014) detectaram
histoquimicamente a presenca de polissacarideos, substancias fendlicas, proteinas,
alcalGides, dentre outros, nos tricomas glandulares dessa espécie. A natureza mista da
secrecdo produzida pelos tricomas é um aspecto comum a outras espécies de Lippia
(Combrinck et al. 2007; Argyropoulou et al. 2010). Tozin & Rodrigues (2014)
demonstraram ainda que ndo sdo todos os morfotipos de tricomas glandulares de L.
origanoides que produzem oleos essenciais. Dessa forma, os tricomas glandulares que
se encontram em maior abundéancia nas folhas de individuos do campo cerrado podem
ndo ser aqueles produtores de 6leo essencial. Ou ainda, podemos sugerir que sob as
condi¢Bes ambientais do campo cerrado, ocorra maior investimento na produgdo de
outros tipos de substancias pelos tricomas glandulares que garantam maior protegédo
contra alta intensidade luminosa e menor umidade relativa do ar. Nesse sentido, é
conhecido que as secrecOes hidrofilicas podem atuar como lubrificantes em ambientes
mais secos e facilitar a expansdo foliar (Ascensdo et al. 1999). Além disso, sabe-se que
em espécies de Lippia compostos fendlicos sdo abundantes e de constituicdo variavel
(Pascual et al. 2001), o que pode representar importante papel na protecdo contra
elevados indices e radiacdo UV-B resultantes da maior exposi¢do aos raios solares
(Liakoura et al. 1997).

Nossos resultados mostraram ainda que as inflorescéncias de L. origanoides
apresentam maior densidade de tricomas glandulares e maior rendimento de Oleo
essencial em comparacdo com o limbo foliar de individuos em um mesmo ambiente.
Esse dado é contrastante com estudos para outras espécies que relatam baixa
produtividade de 6leo essencial em flores e inflorescéncias em comparagdo com folhas
(Bassole et al. 2005; Parra-Garces et al. 2010) e pode estar relacionado com o papel

diferencial dessas glandulas em orgaos reprodutivos (Ascensdo et al. 1999; Paiva &
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Martins 2011). Assim, podemos sugerir que em L. origanoides, os tricomas glandulares
presentes nas inflorescéncias estdo envolvidos principalmente na producdo de grandes
quantidades de Oleos essenciais, 0s quais exercem papel importante na protecdo dos
oOrgdos reprodutivos contra herbivoros e patogenos (Stokl et al. 2010). Além disso,
muitos terpenos podem ser reutilizados no metabolismo vegetal (Harborne 1988),
podendo atuar como precursores na sintese de hormonios, tais como horménios do
florescimento (Danilova & Kashina 1987; Roshchina & Roshchina 1993).

As andlises quimicas do Oleo essencial de folhas e inflorescéncias de L.
origanoides revelaram uma grande variacdo na composi¢do quimica do 6leo essencial
entre os individuos em cada area de coleta. Esse fato pode estar relacionado a
variabilidade genética entre os individuos das populacfes estudadas. Segundo Catalan
& Lampasona (2002), variagBes intra-especificas na composi¢do quimica do dleo
essencial € um aspecto comum para o género Lippia. Para uma mesma espécie, mais de
15 diferentes quimiotipos podem ser encontrados (Bassole et al. 2003).

Estudos realizados com exemplares de L. origanoides (lato sensu) mostram
perfis quimicos bastante divergentes. As substancias timol, carvacrol e p-cimeno séo
normalmente relatadas como majoritarias (Oliveira et al. 2007; Cavalcante et al. 2010;
Stashenko et al. 2010; Stashenko et al. 2013). Entretanto, no presente trabalho timol e
carvacrol ndo foram encontrados, enquanto que p-cimeno foi encontrado em pequenas
quantidades. Esta situacdo corrobora os relatos de Stashenko et al. (2010) e Rodrigues et
al. (2011) que demonstraram perfil quimico bastante divergente nesta espécie. Deve-se
salientar que a grande variedade de quimiotipos encontrados para L. origanoides pode
ser decorrente da sinonimizacao proposta por O’Leary et al. (2012), onde em revisdo da

seccdo Goniostachyum de Lippia sinonimizaram 41 espécies em apenas quatro. Assim,
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0 que se considera L. origanoides, hoje, é resultado da sinonimizagdo de 28 espécies
(O’Leary et al. 2012).

Em alguns individuos de L. origanoides o a-pineno, foi encontrado em grande
quantidade nas inflorescéncias. Esse fato pode estar associado ao conhecido papel dessa
substancia na atracdo de agentes polinizadores (Stokl et al. 2010). Contudo, as
inflorescéncias de alguns individuos de L. origanoides ndo apresentaram tal composto
em grandes quantidades, o que pode ser explicado por diferengas fenoldgicas entre o0s
individuos. Estudos apontam que ap6s a antese alguns compostos podem volatilizar ou
serem utilizados como precursores para a formacao de outras substancias (Stokl et al.
2010; Parra-Garcés et al. 2010) tais como carvoneno, limoneno e 3-pineno (Bicas et al.
2008).

O trans-cariofileno e o a-humuleno estdo presentes entre 0s majoritarios em
folhas e inflorescéncias de grande parte dos individuos. Estudos veem demonstrando a
importancia dessas substancias devido suas atividades bioldgicas, como anti-
inflamatorio, analgésico, entre outros (Fernandes et al. 2007; Sabulal et al. 2006), além
da utilizacdo na industria produtora de sabdes, detergentes e grande variedade de
produtos alimenticios (Standen et al. 2006).

O individuo nimero 1 do campo cerrado, localizado sobre um formigueiro, foi o
que apresentou maior divergéncia quanto ao rendimento e composi¢do quimica do 6leo
essencial, sendo o Unico a apresentar 1,8 cineol (eucaliptol) como composto majoritario
tanto nas inflorescéncias (52,2%) como nas folhas (58,2%). A abundante producgéo desta
substancia pode estar relacionada ao ataque de formigas a este individuo, visto que 0 1,8
cineol é tdxico para insetos herbivoros (Prates et al. 1998; Sukotason et al. 2004).
Pesquisas relatam que essa substancia toxica penetra no corpo do inseto via sistema

respiratorio — efeito fumigante, cuticula — efeito de contato, ou sistema digestivo —

74



efeito digestivo, podendo causar a morte de diversas espécies animais (Sukotason et al.
2004). Esse fato evidencia a plasticidade quimica que os individuos de L. origanoides
podem apresentar conduzindo as rotas metabdlicas produtoras do 6leo essencial de
acordo com as pressdes exercidas pelo meio, indicando a necessidade de maior controle

na utilizacdo desta espécie, principalmente na medicina popular.
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Tabela 1. Dados ambientais registrados em duas areas de Cerrado na
regido centro-oeste do estado de S&o Paulo.

cerrado stricto sensu  campo cerrado

Temperatura (°C) 22,5 21,7
Umidade relativa (%) 82,0 79,5
DFFF ( umol.m?s™) 1837 2045
Altitude (m) 719 833
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Tabela 2. Densidade de tricomas glandulares (mm?2) em folhas e
inflorescéncias de Lippia origanoides Kunth do campo cerrado.

Estrutura Densidade
Bractea 624,00 A
Sépala 544,42 A
Pétala 271,85 B
Folha (abaxial) 97,62 C
Folha (adaxial) 21,43 D

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao
nivel de 5% de significancia.



Tabela 3. Densidade de tricomas glandulares (mm2) do limbo foliar
de individuos de Lippia origanoides Kunth em duas éareas de
Cerrado.

Face abaxial do Face adaxial do

Area

limbo foliar limbo foliar
campo cerrado 97,62 A 21,43 A
cerrado stricto sensu 69,52 B 19,16 A

Letras maiusculas indicam comparacéo entre areas. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Tabela 4. Composicdo quimica do 6leo essencial (%) extraido de inflorescéncias e folhas de Lippia origanoides Kunth em area de cerrado stricto

sensu e campo cerrado, no estado de Sao Paulo, Brasil.

Inflorescéncia Folha
SUBSTANCIAS cerrado stricto sensu campo cerrado cerrasue:irc])ssl}rlcto campo cerrado IR* IR**
10 20 30 40 10 20 30 20 30 40 10 20 30

Hidrocarboneto monoterpénico
a-tujeno nc nc nc nc 06 nc nc nc nc nc 08 nc nc 927 930
a-pineno 3.7 08 8.4 nc 46 nc 272 05 07 nc 42 nc 24 934 939
canfeno 1.2 3.0 1.3 04 02 02 24 15 0.1 0.1 tr nc 0.2 948 954
sabineno nc nc nc nc 58 nc nc nc nc nc 42 07 nc 975 975
B-pineno nc nc nc nc 23 nc 13 nc nc nc 23 nc nc 977 979
mirceno nc 06 05 nc 15 tr 07 tr tr nc 15 nc nc 991 990
a-felandreno nc nc 0.4 nc 03 nc tr nc nc nc 04 nc nc 1006 1002
a-terpineno nc 0.6 tr nc nc nc nc nc nc nc 06 nc nc 1017 1017
p-cimeno 1.0 1.9 0.3 tr 16 02 21 09 nc nc 1.0 nc nc 1024 1024
limoneno 04 19 30 nc nc nc nc nc nc nc 18 02 04 1029 1029
Z-B-ocimeno nc nc nc nc nc nc nc 14 nc 0.3 nc nc nc 1037 1037
E-B-ocimeno nc 7.9 1.8 nc tr 1.7 nc 45 0.2 tr tr 0.8 nc 1047 1050
y-terpineno tr 51 1.2 nc 19 nc nc 0.3 nc nc 1.3 nc nc 1058 1059
terpinoleno nc 0.2 tr nc 03 nc tr tr nc nc 02 nc nc 1089 1088
Monoterpeno oxigenado
1-octen-3-ol 02 03 0.5 nc nc nc nc 09 tr 04 nc nc nc 977 979
1,8 cineol 04 87 04 03 522 03 02 43 13 nc 582 nc nc 1031 1031
linalol 12 52 08 37 06 57 19 11 tr 28 16 41 0.7 1100 1096
borneol nc 1.2 tr nc 05 nc tr 0.3 tr nc 06 nc nc 1165 1169
terpin-4-ol nc 0.6 nc nc 18 nc nc tr nc nc 24 nc nc 1177 1177
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Tabela 4. Continuacao

a-terpineol nc 1.0 nc nc 6.7 nc nc tr nc nc 86 nc nc 1190 1188
Hidrocarboneto sesquiterpénico

a-copaeno 53 51 34 54 tr 10 37 85 42 46 nc 14 85 1378 1376
B-elemeno 42 16 1.4 1.7 05 102 3.3 nc nc nc nc 05 tr 1394 1390
a-gurjuneno nc 03 tr 02 nc nc nc 06 nc 0.2 nc nc nc 1411 1409
trans-cariofileno 634 342 127 393 39 112 386 337 95 249 25 95 606 1422 1419
a-guaieno nc 0.9 nc nc 03 nc nc 1.8 nc nc 0.2 tr nc 1440 1439
aromadendreno nc nc nc nc nc 06 nc nc nc nc nc 0.6 nc 1446 1441
a-humuleno 37 23 587 30 03 83 22 27 663 400 tr 103 3.7 1455 1554
allo-aromadendreno 06 nc tr 08 tr tr 02 03 03 07 tr tr 05 1462 1460
y-muuroleno 10 04 0.5 10 nc 13 nc 0.9 nc nc nc 1.2 nc 1475 1479
germacreno D 16 0.6 0.3 09 06 07 07 10 06 09 nc nc 1.2 1478 1485
y-selineno nc nc nc nc nc 149 nc tr nc nc nc 16.7 nc 1481 1498
B-selineno 09 07 13 05 nc 37 11 tr nc nc nc 31 tr 1487 1492
valenceno nc nc nc nc nc 30 nc nc nc nc nc 3.6 nc 1490 1496
a-selineno nc nc nc nc nc 66 nc 09 03 nc nc 6.0 tr 1496 1498
biciclogermacreno 02 05 tr tr 53 nc 41 nc nc nc 22 nc nc 1497 1500
a-muuroleno nc nc nc 17 nc nc nc 16 07 09 nc nc 14 1501 1500
germacreno A 18 24 tr nc nc 10 nc 04 nc nc nc nc nc 1506 1509
7-epi-a-selineno nc nc nc nc nc 105 nc nc nc nc nc 135 nc 1514 1522
d-cadineno 22 54 10 22 tr 02 08 103 15 25 nc 04 29 1525 1513
trans-1,4-dieno-cadina nc tr nc nc nc nc nc 03 nc nc nc nc nc 1534 1534
germacreno B tr nc tr nc nc 05 nc nc nc nc nc 05 nc 1553 1561
Sesquiterpeno oxigenado

espatulenol nc tr nc 03 34 nc 10 nc nc 03 20 nc nc 1578 1578
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Tabela 4. Continuacao

oxido de cariofileno 21 36 05 23 23 14 58 60 07 39 25 10 6.2 1583 1583
epoxi de humuleno 11 tr nc nc nc nc 11 tr tr 50 46 nc 12 28 1610 1608
1-epi-cubenol 0.3 nc 12 15 nc 08 nc 45 17 22 nc 17 nc 1629 1628
cubenol 06 14 tr 05 07 nc 06 03 03 24 tr 20 1.1 1643 1646
a-murolol tr 0.8 tr 05 nc 07 nc 55 0.2 1.0 nc 06 0.7 1646 1646
selin-11-en-4-a-ol nc nc nc nc nc 58 nc tr nc nc nc 81 nc 1654 1652***
a-cadinol 26 05 0.6 16 nc 59 20 11 1.3 2.8 tr 8.6 nc 1655 1654
Hidrocarboneto 63 219 169 04 189 20 337 91 10 04 182 18 30
monoterpénico

Monoterpeno oxigenado 18 169 17 41 618 60 21 66 13 32 713 41 07

Hidracarboneto 848 542 791 885 109 736 546 629 833 747 49 67.1 788
sesquiterpénico

Sesquiterpeno oxigenado 55 6.2 23 65 63 156 94 174 92 169 45 232 107

Total identificado 98.4 99.2 100.0 995 979 972 99.7 959 949 952 989 96.0 93.3

IR*= Indice de retencdo calculado; IR**= indice de retencéo literatura (Adams, 2007); nc = néo consta; tr = trago (tr <0,13).

*** [ndice de retencio obtido no site: www.pherobase.com
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Figura 1. Areas de Cerrado. (A) Fragmento de cerrado stricto sensu na Fazenda
Palmeira da Serra, Praténia-SP. (B) Fragmento de campo cerrado, Botucatu-SP.
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Figura 2. Eletronmicrografias (MEV) de folhas e pecas florais de Lippia origanoides
Kunth mostrando tricomas glandulares e tectores. (A) Face adaxial do limbo foliar. (B)
Face abaxial do limbo foliar. (C) Face abaxial da bractea. (D) Face abaxial de sépala. (E)

Face abaxial de pétala. Barras: A =200 um; B-E = 100um.
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Figura 3. Média do rendimento do 6leo essencial de folhas e inflorescéncias de Lippia

origanoides Kunth em duas areas de Cerrado. (Letras maitsculas indicam comparagéo do
mesmo 6rgdo entre areas e letras mindsculas entre os érgdos em cada area. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.)
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Figura 4. Analise de componentes principais (PCA) dos compostos majoritarios
presentes no Oleo essencial extraido das folhas (Fo) e das inflorescéncias (In) de Lippia
origanoides Kunth. (A) PCA dos individuos 1-4 do cerrado stricto sensu, Pratania, SP.
(B) PCA dos individuos 1-3 do campo cerrado, Botucatu, SP.
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Considerac0es Finais

Esse trabalho vem preencher uma lacuna existente na literatura no que se refere a
caracterizacdo morfologica, histoquimica e ultraestrutural do sistema secretor de
espécies nativas de Verbenaceae, bem como a influéncia do ambiente na formacéo e
funcionamento de tricomas glandulares.

A combinacdo de técnicas de microscopia de luz e eletrénica de varredura e
transmissdo possibilitou a identificacdo e caracterizacdo de seis diferentes tipos de
tricomas em L. origanoides, além de trazer informacdes sobre os aspectos celulares
relacionados a sintese, acumulo e liberacdo da secrecdo. Com base na literatura,
podemos dizer que as caracteristicas morfoldgicas e celulares dos diferentes morfotipos
de tricomas estdo associadas as diferentes categorias quimicas de substancias
produzidas por eles. Analises quimicas da secrecdo total produzida por cada tipo de
tricoma podem dar suporte a essa afirmacao.

Diferentemente do proposto pela grande maioria dos trabalhos disponiveis em
literatura, em L. origanoides atividade secretora também foi observada em apéndice
epidérmico com morfologia tipica de tricoma tector. O relato de tricoma tector atuando
como secretor de terpenos e alcal6ides ndo foi encontrado em literatura para espécies
nativas de Verbenaceae.

Novos estudos sdo necessarios para o entendimento do papel de cada morfotipo de
tricoma nas relagdes ecoldgicas dessa espécie e na producdo das substancias de valor
comercial e medicinal.

A variagdo na densidade dos tricomas glandulares em folhas de individuos
ocorrentes em diferentes ambientes foi comprovada, sugerindo a sensibilidade de L.

origanoides a pequenas variagdes nas condi¢cdes ambientais. Esse fato merece atencéo,
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uma vez que as mudangas climaticas globais j& representam uma realidade admitida por
cientistas de todo o mundo.

Chamou atengdo ainda, a grande variabilidade quimica do Oleo essencial
produzido por L. origanoides, o que pode representar um desafio para estudos de
quimiotaxonomia e uma limitacdo para a utilizacdo do 6leo na producéo de farmacos e
em Vvarios segmentos industriais.

Por fim, nossos resultados mostraram a importancia dos tricomas de L.
origanoides como sitios de sintese, acimulo e liberacdo de compostos bioativos de
valor ecoldgico e medicinal e sugerem a influéncia do ambiente no sistema secretor,
ressaltando a importancia dessa espécie e a necessidade da preservacdo do habitat

natural de sua ocorréncia.
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