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RESUMO

Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl é conhecida popularmente como gervao-
roxo, utilizada na medicina popular por sua acado estomaquica, antipiréticos, doencas
hepéticas cronicas, e por sua utilizacdo na induUstria na composicdo de um
fitomedicamento para o tratamento do vitiligo. A acdo terapéutica das plantas
medicinais muitas vezes esta atrelada a produtos de seu metabolismo secundario,
sendo este influenciado diretamente por diversos fatores biéticos e abidticos. Diante
disso, a aplicacdo de ferramentas que visem compreender a dinamica de resposta
das plantas e o0 ambiente faz-se necesséria afim de fornecer subsidio para o cultivo
e domesticacdo destas espécies. Dentre estas ferramentas esta a fenologia, que
avalia a resposta da planta a mudancas climatoldgicas, a anatomia que descreve a
estrutura interna e a histoquimica que identifica e localiza as classes de compostos
produzidos. Desse modo, o estudo teve como objetivo avaliar a resposta fenologica
em resposta ao ambiente e a caracterizacdo anatdmica e histoquimica em
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. O experimento foi realizado na area
experimental do Departamento de Horticultura da Fazenda Experimental Lageado na
Faculdade de Ciéncias Agron6micas da Universidade Estadual Paulista, em
Botucatu-SP. Foram avaliados 52 individuos mensalmente de setembro/2018 a
agosto/2019 quanto a resposta fenologica da espécie em relacdo as variacdes
climaticas. Além disso, as folhas e flores foram coletadas, fixadas e analisadas
guanto a sua anatomia e histoquimica dos metabolitos produzidos. A espécie
apresentou alta sincronia para as fenofases durante os meses de avaliacdo. A
precipitacdo foi o fator que mais influenciou na resposta fenolégica da espécie. A
senescéncia apresentou correlagdo negativa com os fatores avaliados. Houve
correlacdo entre temperatura e floracdo. Anatomicamente, o limbo foliar apresentou
epiderme uniestratificada, com estdbmato e tricomas glandulares e tectores em
ambas as faces e mesofilo dorsiventral. As flores apresentaram corola tubulosa,
pentamera, gamopétalas, com epiderme papilosa e paredes lignificadas com
presenca de tricomas tectores e glandulares. Os testes histoquimicos evidenciaram
a presenca de compostos fenolicos em todo mesofilo, epiderme e tricomas, e nas
flores; goticulas de Oleo essencial foram identificadas no mesofilo foliar. O teor de

compostos fendlicos encontrados foi superior ao encontrado na literatura. Quanto a



anatomia, a espécie foi influenciada pelos fatores climaticos avaliados,
principalmente a precipitagdo. A descricdo anatomica das flores ndo foi encontrada
na literatura, bem como os elevados teores de compostos fendlicos.

Palavras-chaves: Anatomia foliar. Fenologia. Histoquimica. Plantas medicinais.



ABSTRACT

Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl is popularly known as purple gervéo, used
in folk medicine for its stomatal action, antipyretics, chronic liver diseases, and for its
use in industry in the composition of a phytomedicine for the treatment of vitiligo. The
therapeutic action of medicinal plants is often linked to products of their secondary
metabolism, which is directly influenced by several biotic and abiotic factors.
Therefore, the application of tools that aim to understand the response dynamics of
plants and the environment is necessary in order to provide support for the cultivation
and domestication of these species. Among these tools is phenology, which
assesses the plant's response to climatological changes, the anatomy that describes
the internal structure and the histochemistry that identifies and locates the classes of
compounds produced. Thus, the study aims to evaluate the phenological response in
response to the environment and the anatomical and histochemical characterization
in Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. The experiment was carried out in the
experimental area of the Horticulture Department of Fazenda Experimental Lageado
at the Faculty of Agronomic Sciences of Universidade Estadual Paulista, in Botucatu-
SP. 52 individuals were evaluated monthly from September / 2018 to August / 2019
for the phenological response of the species in relation to climatic variations. In
addition, the leaves and flowers were collected, fixed and analyzed for their anatomy
and histochemistry of the metabolites produced. The species showed high synchrony
for the phenophases during the months of evaluation. Precipitation was the factor
that most influenced the phenological response of the species. Senescence showed
a negative correlation with the factors evaluated. There was a correlation between
temperature and flowering. Anatomically, the leaf blade presented a uni-stratified
epidermis, with stoma and glandular and trichome trichomes on both sides and
dorsiventral mesophyll. The flowers presented tubular corolla, pentamera,
gamopetals, with papillary epidermis and lignified walls with the presence of tector
and glandular trichomes. Histochemical tests showed the presence of phenolic
compounds in all mesophyll, epidermis and trichomes, and in flowers; droplets of
essential oil were identified in the leaf mesophyll. The content of phenolic compounds
found was higher than that found in the literature. As for anatomy, the species was

influenced by the climatic factors evaluated, mainly the precipitation. The anatomical



description of the flowers was not found in the literature, as well as the high levels of
phenolic compounds.

Keywords: Leaf anatomy. Phenology Histochemistry. Medicinal plants.
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INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de recursos da biodiversidade para tratamentos, prevencao e cura
de doencas por meio do emprego de plantas com fins medicinais, tem acompanhado
a evolucdo da humanidade com o passar dos anos. O uso dessas espécies oriundas
do conhecimento popular, desencadeou estudos que verificassem e comprovassem
a acao farmacoldgica das espécies e por meio da identificacdo dos principios ativos
e seu modo de atuacao no organismo (FERNANDES et al., 2019).

Segundo o Ministério da Saude (2014) as plantas medicinais podem ser
definidas como aquelas que seja toda ou em parte utilizada para fins terapéuticos,
provinda de ambiente nativo ou de locais de cultivo. Cada vez mais estas plantas
vém sendo estudadas afim de fomentar o desenvolvimento de novas opcdes
terapéuticas, no entanto, ha uma defasagem nas informacdes técnicas a respeito da
gualidade, eficacia e seguranca no uso de grande parte das espécies medicinais
(ZUANAZZI; MAYORGA, 2010; FIRMO, 2011).

Dentre as muitas familias de espécies medicinais, Verbenaceae compreende
cerca de 34 géneros (STEVENS, 2010) e no Brasil ocorrem cerca de 286 espécies
das quais 183 sdo endémicas, sendo muitas delas empregadas na medicina
popular, como Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl (FLORA DO BRASIL, 2020).
Esta espécie, conhecida popularmente como gervao-roxo, gervao, richao,
vassorinha de botdo (PIO CORREA, 1926; ALMEIDA, 1993), € originaria da América
Tropical, e é encontrada na Australia, Havai e india sendo nativa do continente
Americano, em especial do Brasil, onde esta amplamente distribuida do norte ao sul
do pais (ATKINS, 2005).

Algumas divergéncias sdo encontradas quando a sua classificacdo. Segundo
Pio Correa (1984) é classificada como arbusto, podendo atingir até 2,5 m de altura,
muito ramificado e com os ramos ligeiramente pilosos ou glabrescentes; suas folhas
podem variar de ovadas até elipticas com até 7 cm de comprimento, serradas ou
cuneado-serradas, apresenta flores azul-palido ou roxas, de 5 mm, dispostas em
espigas flexuosas de 25 cm ou menos; bracteas estreito-lineares, acuminado
setaceas; cdlice curto, comprimido. Entretanto, Lorenzi e Matos (2002) classificam-

na como subarbusto anual ou perene, ereto, muito ramificado, de 70-100 cm de
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altura, com inflorescéncias terminais espigadas, com poucas flores de coloracao
azul.

A espécie apresenta composi¢cao quimica variavel com a presenca de grupos
como alcaloides, glicosideos (verbenalina e verbenina), saponinas, esteroides,
quinonas, compostos fendlicos (taninos, flavonoides) e &cido glicogénico (HAMMER,
1993; LORENZI; MATOS, 2002). Sendo por isso empregada para diversos usos
medicinais, de toda a sua parte aérea como antipiréticos, estomaquicos, no
tratamento de doencas hepaticas crénicas e com diversas outras finalidades como
no tratamento de estados gripais, apresentando acdo febrifuga, antitussigena,
antitérmica e sudoripara como infusos, cha ou tinturas (BALBACH, 1986; CAITANO,
1996), bem como o sistema radicular utilizado como cicatrizantes e como atenuantes
de dores reumaticas (BLANCO et al., 2005). Além disso, o interesse na espécie vem
crescendo pela acdo do extrato da planta como um dos componentes de um
fitomedicamento para tratamento de vitiligo, devido a sua acgao cicatrizante e anti-
inflamatoria, atuando como protetor da melanina presente na pele, através do seu
encapsulamento, fazendo com que a mesma esteja protegida da degradacao,
reduzindo a despigmentacédo (FERREIRA, 2010).

Todavia, pouco se sabe sobre o comportamento desta espécie tanto em
ambiente nativo como em sistemas de cultivo. Assim como suas respostas
fenologicas a fatores climaticos externos como temperatura, umidade relativa e
precipitacdo, e como estes fatores podem influenciar na dinamica interna da
espécie, desde a sua anatomia até seu metabolismo. Diante disso, faz-se
necessario o emprego de ferramentas que visem fornecer informacbes sobre a
espécie em resposta a variaveis climatologicas para que se tenham informacdes
sobre o processo de domesticacao e cultivo.

A fenologia é tida como ferramenta para que os cultivos de espécies de
interesse sejam bem-sucedidos, uma vez que fornece dados para compreender a
resposta dos processos fenologicos de uma espécie a mudancas climatolégicas.
Essa andlise permite o entendimento do ciclo da planta e como esta podera
responder a diferentes manejos aplicados, fornecendo indicadores de resposta em
determinada area como aumento e/ou reducdo do numero de folhas, inicio de
fenofase, dentre outros, pois podem haver variacdes climaticas no mesmo ambiente
(FOURNIER, 1974; D)ECA NEVES; MORELLATO, 2004). Entretanto, ainda nao

foram encontrados dados fenolégicos para esta espécie na literatura.
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Sabe-se que a biossintese de metabdlitos secundéarios pelas espécies
medicinais é influenciada por diversos fatores como sazonalidade, horario de coleta,
temperatura, disponibilidade hidrica, dentre outros. Sendo necessario a realizacdo
de estudos, que visem fornecer estratégias de manejo, que possam ser adotados a
cada regido de interesse em cultivo, de forma a compreender a dindmica vegetal
interna em resposta a fatores externos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

O estudo anatbmico, atrelado aos testes histoquimicos podem fornecer
informacdes relevantes sobre os locais de sintese de diferentes compostos
guimicos, bem como quais classes quimicas de compostos estdo sendo produzidas
por determinada espécie. Com estes dados, podemos fazer inferéncias ecolégicas
sobre o papel de determinada estrutura ou tecido, e da respectiva secre¢ao
produzida por ele (SILVA et al., 2016; TOZIN; RODRIGUES, 2019), além de fornecer
subsidios para a industria farmacéutica, cosmética e/ou alimenticia. Para o gervao-
roxo, IDU et al. (2009) relatam algumas caracteristicas da epiderme, tricomas e
outras estruturas, bem como a natureza histoquimica dos compostos produzidos que
nao foram encontrados na literatura.

Desse modo, o presente estudo teve como objetivo avaliar a resposta
fenologica em resposta ao ambiente e a caracterizacdo anatbmica e histoquimica
em Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, de forma a oferecer parametros que

possam dar subsidio ao manejo da espécie.
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CAPITULO 1

DESEMPENHO FENOLOGICO DE GERVAO-ROXO Stachytarpheta cayennensis
(Rich.) Vahl (Verbenaceae)

RESUMO

A fenologia é ferramenta importante para a domesticacdo das espécies, pois
permite avaliar a resposta da planta de interesse, no ambiente na qual esta inserida.
Stachytarpheta cayennensis é uma espécie medicinal empregada como
estomaquica, cicatrizante, para dores reumaticas, dentre outras. A caracterizacdo
das fenofases permite que o0 manejo na area de cultivo seja mais eficiente pois
viabiliza compreende-las melhor em resposta ao ambiente. Desta forma, o presente
trabalho teve como objetivo acompanhar e descrever a fenologia de Stachytarpheta
cayennensis (Rich.) Vahl, com o intuito de obter informagdes importantes para a
domesticacdo e também analisar a influéncia dos fatores climaticos nas fenofases,
além de determinar a ocorréncia de sincronia nas fenofases. Foram acompanhados
52 individuos mensalmente em area de cultivo sem interferéncias de manejo, no
periodo de setembro de 2018 a agosto de 2019, e foram analisadas quanto a
intensidade e sincronia das fenofases de brotamento, folhas maduras, senescéncia
foliar, floracdo e frutificacdo. Stachytarpheta cayennensis se mostrou altamente
sincrbnica para as fenofases durante o periodo de avaliacdo. A temperatura e a
precipitacdo foram os fatores abidticos que mais influenciaram no comportamento
fenologico. O pico de floracdo da espécie foi de janeiro a abril, e a senescéncia foliar
chegou a 90% nos meses de junho e julho, a frutificacéo foi de janeiro a marco e o
pico de folhas maduras foi em junho. Para a fenofase senescéncia todos os fatores
abioticos apresentaram correlacdo negativa. Portanto, a espécie é altamente
sincrbnica para as fenofases. Ha correlacdo entre os fatores ambientais e as
fenofases avaliadas. A fenofase floracdo apresentou-se de forma continua para a
area de estudo e possui alta correlacdo com a temperatura. Periodos ambientais de
baixas temperaturas promove senescéncia foliar intensa. A precipitacdo tem

influéncia direta com o inicio das fenofases avaliadas.

Palavras-chaves: Plantas medicinais. Fenofases. Sincronia. Fatores climaticos.
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ABSTRACT

Phenology is an important tool for the domestication of species, as it allows to
evaluate the response of the plant of interest, in the environment in which it is
inserted. Stachytarpheta cayennensis is a medicinal species used as a stoma,
healing, for rheumatic pain, among others. The characterization of phenophases
allows the management in the cultivation area to be more efficient because it makes
it possible to understand them better in response to the environment. Thus, the
present study aimed to monitor and describe the phenology of Stachytarpheta
cayennensis (Rich.) Vahl, in order to obtain important information for domestication
and also to analyze the influence of climatic factors on phenophases, in addition to
determining the occurrence of synchrony in phenophases. 52 individuals were
monitored monthly in a cultivation area without management interference, from
September 2018 to August 2019, and were analyzed for the intensity and synchrony
of budding phenophases, mature leaves, leaf senescence, flowering and fruiting.
Stachytarpheta cayennensis was shown to be highly synchronous for phenophases
during the evaluation period. Temperature and precipitation were the abiotic factors
that most influenced phenological behavior. The flowering peak of the species was
from January to April, and the leaf senescence reached 90% in the months of June
and July, the fruiting was from January to March and the peak of mature leaves was
in June. For senescence phenophase, all abiotic factors showed a negative
correlation. Therefore, the species is highly synchronous for phenophases. There is a
correlation between the environmental factors and the evaluated phenophases. The
flowering phenophase presented itself continuously for the study area and has a high
correlation with temperature. Low temperature environmental periods promote
intense leaf senescence. The precipitation has a direct influence with the beginning

of the evaluated phenophases.

Keywords: Medicinal plants. Phenophases. Synchronism. Climatic factors.

1.1 INTRODUCAO

Stachytarpheta cayennensis é nativa do continente americano, amplamente

distribuida do norte ao sul do Brasil (ATKINS, 2005). Apresenta diversos nomes
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populares, dentre eles gervao-roxo, gervao, richdo e vassorinha de botdo (PIO
CORREA, 1926; ALMEIDA, 1993). Recebe esta denominagdo por possuir
inflorescéncias terminais espigadas, com poucas flores de coloracao lilds, roxas até
tons de azul (LORENZI; MATQOS, 2002).

A espécie é amplamente empregada na medicina popular, por conter
substancias presentes em sua parte aérea que atuam como antipiréticos (LORENZI,
2000; BLANCO et al., 2005), estomaquicos, no tratamento de doencas hepéaticas
cronicas (PENIDO et al., 2006) , atividade leshimanicida (MAQUIAVELI et al., 2016),
anti-inflamatoéria (SHAPOVAL et al., 1998; PENIDO et al., 2006), imunomoduladora
(OKOYE et al., 2014), anti-diabética (ADEBAJO et al., 2007), antimalarica, e suas
raizes também sdo usadas como cicatrizantes e como atenuantes de dores
reumaticas (LORENZI, 2000; BLANCO et al., 2005).

Além do uso popular, pesquisas demonstraram uso de trés espécies do género
Stachytarpheta na composicdo de um fitomedicamento de uso oral ou topico, de
forma isolada e/ou por meio de combinacbes de espécies do mesmo género no
tratamento de vitiligo, e dentre as espécies avaliadas esta S. cayennensis. Em testes
clinicos os resultados foram positivos pois 0s pacientes apresentaram melhoras
significativas na despigmentacéo ocasionada pela doenca. A acdo esta relacionada
a protecdo da melanina presente no tecido, impedindo-a de ser degradada
(FERREIRA, 2010).

Segundo Castro et al. (2007) o termo fenologia vegetal pode ser definida como
o estudo de fendmenos biologicos naturais que ocorrem de forma ciclica em
resposta principalmente ao clima no qual a espécie esta submetida, observando, em
gue época as mesmas podem ocorrer, sendo este estudo de suma importancia para
definir a frequéncia e intensidade das fenofases e sua relacdo como o ambiente. O
emprego desta ferramenta, permite ainda, a compreensdo do carater adaptativo da
espécie em determinada regido, através da identificacdo dos fenbmenos vegetais
nas suas formas e intensidades, permitindo a compreensdo do ciclo anual da
espécie (ANDREIS et al., 2005).

Diante disso, é considerada uma ferramenta importante para que os cultivos de
espécies sejam bem-sucedidos, pois fornece dados para compreensdo da resposta
dos processos fenoldgicos de uma espécie a mudancas climatolégicas. Uma vez
gue, em cada ambiente pode haver variagbes de temperatura, radiacdo, umidade,

precipitacdo, dentre outras. Essa ferramenta permite o entendimento do ciclo da
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planta e como responde a diferentes manejos aplicados, fornecendo indicadores de
resposta em uma determinada area (FOURNIER, 1974; D'’ECA NEVES;
MORELLATO, 2004).

Além dos fatores relacionados diretamente a espécie, compreender as
variacdes climaticas de uma determinada regido € de suma importancia pois esta
pode influir diretamente na resposta fenolégica vegetal podendo alterar a
periodicidade e intensidade das fenofases (KUPLICH et al., 2013); isto porque, esta
compreensao do clima sobre o desenvolvimento vegetal fornece bases para a
compreensao desses fatores no metabolismo da planta, desencadeado e/ou inibindo
algumas rotas metabdlicas (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Entretanto, apesar do seu uso amplo, ndo foram encontrados dados a respeito
de sua fenologia em resposta ao ambiente em que esta inserida, sendo necessario o
emprego de ferramentas que fornecam essas informacdes, possibilitando o cultivo
da espécie em larga escala.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo acompanhar e descrever
a fenologia de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, com o intuito de obter
informacfes importantes para a domesticacdo da espécie e também analisar a
influéncia dos fatores climaticos nas fenofases, além de determinar a ocorréncia de

sincronia nesses eventos fenologicos.

1.2 MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O experimento foi realizado na éarea experimental do Departamento de
Horticultura da Fazenda Experimental Lageado na Faculdade de Ciéncias
Agronbmicas da Universidade Estadual Paulista, em Botucatu-SP situada a
22°50'38.4" de Latitude Sul, 48°26'01.3" de Longitude Ocidental com altitude de 830
metros. Na classificacdo de Koppen (1948), o clima da regido € o Cfa (clima
temperado quente (mesotérmico) Umido, com temperatura média do més mais
guente superior a 22°C).

Foram utilizados 52 individuos de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. As
mudas foram produzidas a partir de sementes de plantas matrizes do Horto

Medicinal do Grupo Centroflora sediado em Botucatu-SP, sendo o transplantio
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realizado no més de agosto/2018, cerca de cinco meses apos a producao, quando
as mudas atingiram tamanho ideal de 10 cm.

O espacamento utilizado foi de 0,5x0,5 m entre plantas e 1,0 m ente fileiras.
Durante o periodo de cultivo ndo foram realizados preparo de solo e tratos culturais,
também néo foi empregada a irrigagdo, somente capina manual quando necessario.

Os atributos quimicos do solo de cultivo estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Andlise dos atributos quimicos (macro e micronutrientes) do solo

proveniente do ambiente de cultivo

pH M.O. Presina Al H+Al Na K Ca Mg SB CTC V% S B Cu Fe Mn Zn
CaCl, g/dm® mg/dm3 mmolc/dm3 mg/dm3

4,4 21 5 3 36 - 14 10 3 14 51 29 10 021 23 74 63 08

Fonte: Departamento de solos e recursos ambientais da FCA/Unesp

Fenologia

As observacOes e coleta de dados fenologicos foram realizadas mensalmente
no periodo de setembro de 2018 a agosto de 2019 totalizando 12 observacdes ao
final do periodo de estudo.

A intensidade das seguintes fenofases foram registradas: (1) Brotamento:
tendo inicio a partir do aparecimento de brotos foliares até a expansao total das
folhas novas; (2) Folhas maduras: folhas completamente expandidas, com coloracao
verde escura; (3) Senescéncia foliar: notada pelo amarelecimento progressivo das
folhas; (4) Floracdo: aparecimento dos botdes florais até antese das ultimas flores;
(5) Frutificacdo: notada pelo fim da antese e posterior confirmacéo da existéncia de
sementes.

Afim de quantificar as fenofases empregou-se a escala intervalar semi-
guantitativa de cinco categorias e intervalo de 25% entre cada categoria, auséncia
da fenofase; presenca da fenofase com magnitude entre 1 e 25%; presenca da
fenofase entre 26 e 50%; presenca da fenofase entre 51 e 75% e presenca da
fenofase entre 76 e 100% sendo a metodologia proposta por Fournier (1974) e

adaptada para o presente estudo.
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Avaliou-se concomitantemente, a sincronia da populagéo seguindo a proporgéo
de individuos que manifestaram determinado evento fenoldgico: < 20% assincronico;
20-60% pouco sincrdnico; > 60% sincrénico (BENCKE; MORELLATO, 2002).

Dados Climaticos

Os dados meteoroldgicos foram obtidos na Estacdo Meteoroldgica do
Departamento de Solos e Recursos Ambientais, localizada proxima da area de
estudo. Foram empregados os dados precipitacdo, temperatura e umidade. Foi
avaliada pela correlagdo de Pearson (r) a relacdo entre as variaveis climaticas e a
intensidade das fenofases.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com Bencke e Morellato (2002), gervao-roxo pode ser considerada
uma espécie altamente sincronica, pois mais de 60% dos individuos avaliados
manifestaram ao mesmo tempo a fenofase avaliada. As porcentagens para espécie
em estudo correspondem 90 a 100% de sincronia para os eventos fenoldgicos,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 2 - Grau de sincronia por fenofases, em porcentagem de individuos de S.
cayennensis, estimado no periodo de maxima atividade das espécies,

Botucatu- SP, 2018/2019

Folhas
Brotamento Senescéncia Floracao Frutificacao
maduras
Grau (%) 100 90 90 100 100

Fonte: da autora

Caldeira Junior et al. (2008) ressaltam que o alto grau de sincronia de uma
fenofase, expressa por uma populacédo, promove uma facilidade no manejo adotado
no campo, uma vez que a maioria dos individuos apresentara em um certo periodo a

mesma fenofase. Devido a isso, € possivel fazer inferéncias sobre melhor época de
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plantio, colheita (levando em consideracdo a parte da planta de interesse), de
propagacdo da espécie, dentre outras.

Apo6s o transplantio, foi observado aumento gradual da porcentagem de folhas
novas que se manteve elevado até o més de marco, onde ocorre uma diminuicdo da
intensidade de brotamento que tem recomeco em agosto. O periodo com maior
intensidade de folhas maduras foi de marco a agosto com pico de intensidade no
més de junho. A senescéncia das folhas foi observada de forma expressiva somente
a partir de margco, com picos nos meses de junho e julho/2019 chegando a 90%.
Para a floragdo da espécie, teve inicio no més posterior ao transplantio
(outubro/2018) e se manteve durante todo o periodo de avaliacdo, sendo que o
unico més em que nao foi observado foi junho, periodo este de alta taxa de
senescéncia foliar. O periodo de frutificagéo foi de janeiro a mar¢go com pico maximo
de individuos em floracdo no més de fevereiro.

A resposta fenologica da espécie estudada nos meses avaliados se encontra

na figura 1.

Figura 1- Intensidade de fenofase em individuos de S. cayennensis no
periodo de avaliacao
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Segundo Morellato et al. (1989) as espécies que apresentam um periodo de

maior intensidade de queda foliar, expressando diferentes padrbes de emissao de
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folhas novas concentrado em um periodo do ano, contudo ndo ficando totalmente
sem folhas, séo classificadas como semideciduas, quanto ao padrdo de brotamento
e queda foliar. No presente estudo S. cayennensis manifestou estes padroes,
enquadrando-se nesta classificagdo.

Janzen (1975) ressalta, que o sincronismo das fenofases floracao e frutificagéo,
traz vantagens para a espécie, pela atracdo de polinizadores e dispersdo de
sementes. Destaca ainda, que a existéncia deste sincronismo, estéa relacionada com
0 ajuste do padrdo evolutivo da espécie, para manifestacdo em alta intensidade
desta fenofase com disponibilidade de agentes dispersores, e posteriores condi¢des
gue propiciem a germinacao. Além disso, a frutificacdo concentrada facilita o manejo
para campos de producéo de sementes para comercializacao.

A resposta fenologica da espécie esta correlacionada com fatores climaticos
como temperatura media (°C), umidade relativa do ar (%) e precipitagdo (mm) em
gue foi possivel observar que as variacdes destes fatores promoveram respostas em

cada fenofase como demonstrado da Tabela 2.

Tabela 3 - Correlacdes de Pearson (r) entre as fenofases avaliadas de S.
cayennensis e os fatores climaticos (temperatura, umidade médias e
pluviosidade), na Fazenda Lageado- FCA/UNESP, Botucatu. 2018-

2019.
Folhas
Brotamento maduras Senescéncia Floracao Frutificacdo
Temperatura média(°C) 0,43 0,55 -0,49 0,83 0,59
Umidade relativa média (%) 0,12 0,19 -0,05 0,54 0,38
Precipitagcdo(mm) 0,43 0,52 -0,41 0,61 0,57

Fonte: da autora

Para o brotamento, folhas maduras e frutificacdo foram observadas correlacdes
positivas moderadas com temperatura e precipitacdo (figuras 2 e 3) e fracas para

umidade relativa.
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As atividades hormonais nas plantas, pode estar associada ao surgimento ou a
perda de 6rgaos, como as folhas. O organismo vegetal, podera sofrer influéncia de
fatores como a temperatura e precipitacdo, em que pequenas oscilacées do estimulo
ambiental, promovem o0 aumento ou reducdo de hormdnios presentes no tecido
vegetal, causando uma resposta final (TAIZ; ZEIGER, 2017).

A temperatura, pode provocar alteracdes na taxa de crescimento das plantas,
onde foi possivel observar que incrementos na temperatura média do ambiente de
estudo ocasionaram aumento na intensidade de individuos na fenofase brotamento
bem como inicio da frutificacdo. Além disso, a reducdo da temperatura média
ocasionou no aumento da taxa de senescéncia, pois em meses de menor
temperatura (inverno), pode ocasionar em reducdo da condutancia estomatica, na
taxa transpiratéria e queda na demanda por fotoassimilados, mecanismos que
antecedem o repouso vegetativo (MACHADO et al., 2002; SANTOS, 2010).

A precipitacdo pode ser considerada como o fator abiético de maior influéncia
na dindmica de S. cayennensis para as fenofases brotacéo, jA que o aumento do
volume hidrico aumentou a intensidade de individuos na fenofase, tal resposta indica
gue peguenas quantidades de agua disponiveis para absorcdo, sédo suficientes para
guebra de dorméncia das gemas e inducao do brotamento (BORCHERT et al.,2002).
Para a frutificacdo, ap0s alta precipitacdo houve inicio da fenofase, e outra elevada
precipitacdo no més de maior producdo de frutos, favorecendo a germinacédo e o
estabelecimento de plantulas em ambiente natural (RANIERI et al., 2012). Para
Pedroni et al. (2002), os picos dessas fenofases durante a alta precipitacdo esta
relacionada com a maximizacdo do ganho de carbono durante tal condicéo
ambiental, como estratégia de adaptacdo a disponibilidade de recursos. A presenca
de agua disponivel para absorcdo no ambiente, permite com que 0s estdmatos
permanecam abertos e, que as reacdes fotossintéticas e outros processos
metabdlicos acontegcam, promovendo assim um incremento no acumulo de carbono.
Em contrapartida, sob déficit hidrico, como resposta ao estresse a fotossintese pode
ser reduzida e o crescimento inibido (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Ja para a floracdo, foi possivel observar correlacdo positiva muito forte para
temperatura média, em que a elevacdo da temperatura promoveu aumento da
intensidade de floracdo. E ainda, apresentou correlacdo forte e positiva para
precipitagdo, determinando o pico de floracdo com o0os meses em que houve

sequéncia de volume de chuva. Seguido pela queda da floracdo, com o inicio do
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periodo seco (figura 4). Todas as fenofases apresentaram correlacdo fraca para

umidade relativa do ar, exceto a fenofase floracéo.

Figura 4- Intensidade de floracdo em relacdo a temperatura (°C) e precipitacéo
(mm) e umidade relativa (%) em individuos de S. cayennensis.
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Durante o periodo de estudo, foi observada a presenca de flores em todas as
plantas, variando a intensidade no decorrer dos meses, com auséncia somente em
junho, que de acordo Whitmore (1990), tal persisténcia da floracdo corresponde ao
comportamento de espécies pioneiras. Esta estratégia, pode ser definida como
continua, com picos de floracdo em certos periodos, ja que pelo menos um individuo
apresenta a fenofase de forma constante, podendo mostrar-se ausente por até dois
meses (MORELLATO, 1991; NEWSTROM et al., 1994).

Viana e Kleinert (2005) ressaltam que a presenca de flores de forma
prolongada, promove a renovacdo dos graos de poélen, em resposta as flutuacdes
nas populaces de polinizadores potenciais, mantendo a presenca de agentes de
polinizacdo ao longo do tempo, contudo esta caracteristica, geralmente nao infere,
gue haja uma transformacédo efetiva, de flores em frutos viaveis (SANTOS et al.,
1997).
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Para senescéncia foi observada correlacdo negativa moderada para
temperatura e precipitacao (figura 5), em que a reducao da precipitacao e diminui¢cao
da temperatura média promoveram aumento da taxa de senescéncia, o inicio do

periodo frio e seco promoveu a queda intensa das folhas.

Figura 5- Intensidade de senescéncia em relagdo a temperatura (°C) e
precipitacdo (mm) em Individuos de S. cayennensis
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A reducédo da temperatura média e da precipitacdo, sdo caracteristicas do inicio
da estacdo seca, como ocorreu no ambiente de estudo. Durante este periodo, ha
uma reducdo na quantidade de agua no solo e no ar, o que dificulta a absorcédo de
nutrientes, resultando na abscisdo foliar, como estratégia de economia hidrica
(BORCHERT et al.,2002). A baixa disponibilidade de agua, promove aumento da
concentracdo de &cido abscisico (ABA) nas células estomaticas, ocasionando o
fechamento do complexo pela saida de agua do interior da célula. A presenca deste
horménio em alta concentracdo da inicio do processo de senescéncia, que podera
culminar na abscisédo das folhas. Assim, ocorre a reducao da superficie de perda de
agua pela planta como resposta ao estresse (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Vale ressaltar ainda, que S. cayennensis apresentou comportamento

semideciduas durante o periodo de avaliacdo, para as condicfes de Botucatu/SP,
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com alta taxa de senescéncia no periodo de abril a agosto, meses que
apresentaram baixas temperaturas e precipitacdo. Segundo Caldeira Junior et al.
(2011), o conhecimento sobre esta caracteristica em ambiente de cultivo, possibilita
a adocdo da irrigacdo, como alternativa para um possivel aumento na producéo

foliar, j& que as folhas séo as utilizadas com finalidade medicinal.

1.4 CONCLUSAO

A espécie é sincrbnica entre as fenofases. Ha correlacdo entre os fatores
ambientais e as fenofases avaliadas. A fenofase floracdo apresentou-se de forma
continua para a area de estudo e possui alta correlagdo com a temperatura.
Periodos ambientais de baixas temperaturas promove senescéncia foliar intensa. A

precipitacdo tem influéncia direta com o inicio das fenofases avaliadas.
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CAPITULO 2

ANATOMIA E HISTOQUIMICA DAS FOLHAS E FLORES DE Stachytarpheta
cayennensis (Rich.) Vahl (Verbenaceae)

RESUMO

Stachytarpheta cayennensis, conhecida popularmente como gervao-roxo, tem sido
utilizada na medicina popular e na industria devido a producdo de compostos
secundarios de interesse. A caracterizacdo anatdbmica e histoquimica pode revelar
informacdes essenciais afim de se fomentar o uso, manejo e cultivo desta espécie.
O presente estudo tem por objetivo descrever a anatomia e histoquimica de folhas e
flores de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl em resposta ao ambiente de
cultivo. Para as analises anatdbmicas e histoquimicas foram coletadas folhas
totalmente expandidas e flores, de dez individuos (n = 10) que apresentavam 0sS
mesmos estadios fenologicos, tomados de forma aleatdria na area de estudo. O
material coletado foi fixado em formalina neutra tamponada — FNT. Amostras de
folnas e flores foram processadas de acordo com técnica convencional para
historesina, seccionadas em microtomo rotativo, e as laminas coradas com Azul de
Toluidina. Além disso, amostras foram seccionadas a méao livre foram coradas com
Azul de Astra e Safranina, e submetidas a diferentes testes histoquimicos. Foi
realizada a determinacdo de compostos fendlicos totais método de Folin-Ciocalteu.
As folhas possuem epiderme unisseriada, com estdmatos em ambas as faces; foram
identificados quatro tipos de tricomas, sendo dois do tipo glandular e dois tectores. O
mesofilo é dorsiventral, com parénquima palicadico constituido de apenas uma
camada de células e o parénquima lacunoso com geralmente quatro camadas de
células. A nervura central € proeminente com feixe vascular colateral fechado. As
flores apresentaram corola tubulosa, pentdmera, gamopétalas, com epiderme
papilosa e paredes lignificadas com presenca de tricomas tectores e glandulares. Os
compostos fendlicos foi a classe encontrada em maior abundancia no mesofilo foliar.
Além disso, nas flores grande quantidade de compostos fendlicos foi evidenciada
pela coloracdo. O teor médio de compostos fendlicos encontrado nas folhas foi

2037,49 mg de &cido gélico por 100g de massa seca. A descri¢cdo de folhas e flores
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estdo em consonancia com a literatura, onde ndo houve influéncia do cultivo. O teor

de compostos fendlicos quantificados foi superior aos valores descritos na literatura.
Palavras-chaves: Compostos fendlicos. Plantas medicinais. Tricomas.
ABSTRACT

Stachytarpheta cayennensis, popularly known as purple gervéo, has been used in
folk medicine and industry due to the production of secondary compounds of interest.
Anatomical and histochemical characterization can reveal essential information in
order to promote the use, management and cultivation of this species. The present
study aims to describe the anatomy and histochemistry of leaves and flowers of
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl in response to the growing environment.
For anatomical and histochemical analysis, fully expanded leaves and flowers were
collected from ten individuals (n = 10) who had the same phenological stages, taken
at random in the study area. The collected material was fixed in neutral buffered
formalin - TNF. Samples of leaves and flowers were processed according to the
conventional technique for historesin, sectioned in a rotating microtome, and the
slides stained with Toluidine Blue. In addition, samples were sectioned freehand,
stained with Astra Blue and Safranin, and subjected to different histochemical tests.
The determination of total phenolic compounds using the Folin-Ciocalteu method was
performed. The leaves have uniseriate epidermis, with stomata on both sides; four
types of trichomes have been identified, two of which are glandular and two are
protectors. The mesophyll is dorsiventral, with a palisade parenchyma consisting of
only one layer of cells and the lacunous parenchyma with generally four layers of
cells. The central rib is prominent with a closed collateral vascular bundle. The
flowers presented tubular corolla, pentamer, gamopetals, with papillary epidermis
and lignified walls with the presence of tector and glandular trichomes. Phenolic
compounds were the class found in greater abundance in the leaf mesophyll. In
addition, in flowers a large amount of phenolic compounds was evidenced by color.
The average content of phenolic compounds found in the leaves was 2037.49 mg of
gallic acid per 100g of dry mass. The description of leaves and flowers are in line
with the literature, where there was no influence of cultivation. The content of

guantified phenolic compounds was higher than the values described in the literature.

Keywords: Phenolic compounds. Medicinal plants. Trichomes.
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2.1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo definidas como aquelas em que, toda ou parte,
provinda de ambiente de cultivo ou ndo, tém-se a presenca de substancias que
podem ser empregadas com finalidade terapéutica ou como precursores de outros
farmacos (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O emprego de plantas com finalidade
terapéutica, acompanha a humanidade desde seu surgimento, para fins de
tratamento e cura de doengas.

A familia Verbenacea compreende cerca de 34 géneros (STEVENS, 2010),
dentre eles estd compreendido o género Stachytarpheta, que apresenta algumas
espécies utilizadas para fins medicinais das quais pode-se destacar S. cayennensis.
Estudos anatbmicos de S. jamaicensis mostrou epiderme espessa com células
uniformes, com parénquima palicadico com cerca de 3 camadas de células (OKEKE
et al., 2015). S. jamaicensis e S. cayennensis (IDU et al., 2009) que descrevem a
epiderme com células mais delgadas em gervao-roxo, com presenca de tricomas na
superficie foliar e presenca de estbmatos em ambas as faces da folha, todavia em
maior distribuicdo na face abaxial.

A espécie possui diversas acfes medicinais ja testadas como a atividade
leshimanicida (MAQUIAVELI et al., 2016), anti-inflamatoria (SHAPOVAL et al., 1998;
PENIDO et a., 2006), entre outras. Além disso, vem sendo estudada pelo interesse
da induastria frente ao seu potencial de utilizacdo como componente de um
fitomedicamento para o tratamento da doenca do vitiligo, por ter apresentado em
testes clinicos baixa toxicidade (FERREIRA, 2010). Apesar de sua ampla utilizacdo
para fins medicinais, estudos que fornecam dados a respeito da anatomia e
histoquimica da espécie ndo foram encontrados.

A anatomia vegetal, € responsavel pela descricdo e classificacdo da estrutura
interna dos 6rgdos vegetais e suas funcbes, possibilitando inferir tendéncias
adaptativas e compreender o funcionamento do vegetal em diversos ambientes.
(FAHN; CUTLER, 1992; DICKISON, 2000). Concomitante aos estudos anatébmicos, a
histoquimica vem sendo aplicada por permitir a identificacdo de substancias, em seu
local de producdo ou de armazenamento, no vegetal por meio de aplicacdo de
reagentes e solucbes (DORES, 2007). Deste modo, a aplicacdo desta técnica
permite além de identificar as classes quimicas presentes na planta, os locais onde
a mesma € produzida e armazenada, e através da coloragdo em que 6rgdo e/ou

estrutura se tem maior disponibilidade, permitindo que as técnicas de manejo sejam



40

adotadas com maior eficiéncia para incremento na producdo do metabdlito de
interesse (DORES, 2007; GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Zanetti et al. (2004) destacam que cada vez mais a industria farmacéutica tem
requerido a utilizagcdo de estudos de anatomia vegetal para caracterizacdo das
plantas medicinais destinadas a producdo de fitoterapicos, uma vez que estes
possibilitam uma padronizacdo da droga vegetal utilizada no processo como
matéria-prima, pela obtencdo de modelos macro e microscépicos provindos de
estudos morfoldgicos das plantas utilizadas. Vale ressaltar ainda que estes modelos
de estudos sao aplicados devido a fatores como baixo custo de realizacdo, tempo
reduzido quando comparada a outras técnicas e ainda fornece parametros basicos
para diferenciar espécies medicinais similares que ndo apresentam o composto de
interesse (DI STASI, 1996; MARQUES, 1999).

As plantas medicinais sofrem influéncia direta do manejo adotado no sistema
de cultivo, podendo afetar diretamente a qualidade e quantidade de principios ativos
produzidos, em respostas principalmente a fatores ambientais, estes por sua vez
podem influenciar diretamente a anatomia foliar (GOBBO NETO; LOPES, 2007,
CASTRO et al., 2009). Por essa razao, os estudos anatdmicos se mostram cada vez
mais relevantes para a producao vegetal, pois fornece respostas das dinamicas dos
organismos frente a diferentes categorias de manejo (SILVA et al., 2005).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo descrever a
anatomia foliar e das flores de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, bem como
identificar os principais locais de sintese e armazenamento de compostos quimicos

produzidos.

2.2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O experimento foi realizado na éarea experimental do Departamento de
Horticultura da Fazenda Experimental Lageado, na Faculdade de Ciéncias
Agronbmicas da Universidade Estadual Paulista, em Botucatu-SP, situada a
22°50'38,4" de Latitude Sul, 48°26'01,3" de Longitude Ocidental, com altitude de 830
metros. Na classificacdo de Koppen (1948), o clima da regido € o Cfa (clima
temperado quente (mesotérmico) Umido, com temperatura média do més mais

guente superior a 22°C).
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Foram utilizados 52 individuos de S. cayennensis, através de mudas
previamente produzidas com idade de aproximadamente cinco meses. As mudas
foram produzidas a partir de sementes de plantas matrizes do Horto Medicinal do
Grupo Centroflora sediado em Botucatu-SP, sendo o transplantio realizado no més
de agosto/2018, quando as mudas atingiram tamanho ideal para campo. O
espacamento utilizado foi de 0,5x0,5 m entre plantas e 1,0 m ente fileiras.

O local de cultivo apresentou até o momento da coleta temperatura média de
22°C, umidade relativa do ar média de 70,1% e precipitacdo total de 1313,1 mm. O
solo, apresentou 0s seguintes atributos quimicos e fisicos: pH em 4,4; M.O. 21
g/dm3; P em resina 5 mg/dm3; 3 mmolc/dm3; H+Al 36 mmolc/dms; Na 0 mmolc/dm3;
K 1,4 mmolc/dm3; Ca 10 mmolc/dms3; Mg 3 mmolc/dm3; SB 15; CTC 51; V 29%; S 10
mg/dms3; B 0,21 mg/dm3; Cu 2,3 mg/dm3; Fe 74 mg/dm3; Mn 6,3 mg/dms3; Zn 0,8
mg/dms3. Durante o periodo de cultivo ndo foram realizados preparo de solo e tratos
culturais, somente capina manual quando necessario.

As analises anatdbmicas e histoquimicas foram realizadas em folhas totalmente
expandidas e flores de dez individuos (n = 10) que apresentavam 0S Mesmos
estadios fenoldgicos, tomados de forma aleatéria na area de estudo. A coleta do
material vegetal para analises anatomicas e histoquimica foi realizada em maio de
2019, periodo que antecede a senescéncia foliar intensa da espécie. As amostras
foram acondicionas em frascos ambar e fixadas em solucdo de FNT (formalina
neutra tamponada) (CLARK, 1973).

As amostras foram levadas ao Departamento de Botanica, do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,

localizada na cidade de Seropédica-RJ, onde foram processadas e analisadas.

Caracterizacdo morfométrica e anatdémica

A caracterizacdo morfométrica das flores foram baseadas nas terminologias
propostas por Vidal e Vidal (2006). Para as analises anatbmicas foram utilizadas a
porcdo mediana do limbo foliar e flores completas (presenca de calice, corola,
androceu e gineceu). As amostras foram desidratadas em série etilica até 100%, e
embebidas em resina metacrilato (GERRITS, 1991). Os blocos foram seccionados
em micrétomo rotativo semiautomatico a 3 ym de espessura e as secgdes foram
coradas em azul de toluidina 0,05%, pH 4,7 (O'BRIEN et al., 1964). Além disso,
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amostras de material fixado foram seccionadas com auxilio de micrétomo de Ranvier
e as secgdes com cerca de 10 ym de espessura foram coradas Azul de Astra e
Safranina (ROESER, 1972); laminas semi-permanentes foram montadas em gelatina
glicerinada. A documentacdo e avaliacdo dos resultados foram realizadas em
fotomicroscopio Olympus modelo BX41TF com programa Image pro-insight.

Testes histoquimicos

Para identificacdo das principais classes quimicas de substancias presentes no
limbo foliar, amostras foram seccionadas com auxilio de microtomo de Ranvier e as
secgdes com cerca de 10um de espessura foram tratadas com: solugcdo de
Dicromato de Potassio para compostos fendlicos (GABE,1968), reagente de Nadi
para terpenos (DAVID; CARDE, 1964), solugcdo de Vermelho de ruténio para
polissacarideos (JOHANSEN, 1940), reagente Sudam Il para lipideos (PEARSE,
1972) e reagente de Dittmar e Dragendorff para alcaloides (FURR; MAHLBERG,
1981). Os resultados foram analisados ao microscopio de luz, e os dados relevantes
foram documentados por meio do fotomicroscopio Olympus modelo BX41TF com

programa Image pro-insight.
Quantificacdo de Compostos Fendlicos Totais

Para quantificacdo dos compostos fendlicos totais, 27 amostras foram
coletadas da populacdo de 52 individuos, no més de outubro/2019. Primeiramente
foram preparados os extratos utilizando o correspondente a 200 mg do material
vegetal seco e moido, o qual foi extraido em 10 mL de solucéo alcool etilico:agua
(80%). As amostras foram encaminhadas para banho ultrassénico por 15 minutos e
posteriormente para centrifuga por 30 minutos.

O teor de fendis totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu,
segundo metodologia proposta por Singleton et al. (1999) em que uma curva de
calibracdo foi preparada utilizando uma solucdo padrdo de &cido galico na
concentragdo de 10 a 100 mg/1000 mL. Para a quantificacdo de fendis totais, foram
pipetados 0,01 mL do extrato, 0,49 mL de alcool, 2,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu
(10% v/v) e 2 mL de solucédo saturada de carbonato de sddio (4% p/v), formando
uma mistura de cor azul. Apés 2 horas de escuro, foi realizada a leitura da

absorbancia em espectrofotbmetro a 760 nm. As quantificacbes foram feitas em
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triplicata e o resultado expresso em mg de acido galico, por 100 gramas de matéria

Seca.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagcao anatomica foliar

O mesofilo é dorsiventral, com parénquima palicadico constituido de apenas
uma camada de células e o parénquima lacunoso com geralmente 4 camadas de
células (figura 6- A). A nervura principal é proeminente na face abaxial, formada por
6 camadas de colénquima abaixo da epiderme, cortex parenquimatico formado por 3
camadas de células (figura 6-B e C) e feixe vascular colateral fechado.

A lamina foliar em seccdo transversal apresentou epiderme uniestratificada,
com cuticula delgada, e células da face adaxial (figura 6- D) com tamanho e volume
maiores que a face abaxial (figura 6- E). Os estdbmatos geralmente ocorrem no
mesmo nivel das células epidérmicas, em ambas as faces da folha, sendo estas
classificadas como anfiestomatica. Quatro morfotipos de tricomas foram
identificados: (I) tipo tector unicelular (figura 6-F), (II) tipo tricoma tector bicelular
(figura 6-G), (Ill) tipo tricoma glandular, unisseriado, com base unicelular, pedinculo
unicelular curto e cabeca secretora unicelular ovalada (figura 6-H), (IV) tipo tricoma
gandular, unisseriado, com base bi ou unicelular, peddnculo longo, colar curto e

cabeca secretora formada por quatro células (figura 6-I).
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Figura 6- Seccao transversal do limbo foliar de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.

A-Visdo geral do mesofilo, mostrando tricomas tectores em ambas as faces da epiderme (150um);B —
Nervura foliar (60 um) C- Detalhe da nervura, mostrando o cértex e o feixe vascular (60um); D-
Detalhe da epiderme da face adaxial (15pum); E- Detalhe da epiderme da face abaxial (15um); F-
Tricoma tector unicelular (Tipo 1) (15um); G-Tricoma tector multicelular (Tipo Il) (15pm); H-Tricoma
glandular unicelular (Tipo Ill) (15um); I-Tricoma glandular multicelular (Tipo 1V) (15um). Nerv=
nervura, Ep=epiderme, PP=parénquima palicddico, PL=parénquima lacunoso, TT=tricoma tector,

TG=tricoma glandular, Col=colénquima, CP= cdrtex parenquimético, FV= feixe vascular.

Segundo Metcalfe e Chalk (1998), a espécie estudada apresenta as
caracteristicas tipicas da familia Verbenaceae com mesofilo dorsiventral e presenca
de tricomas glandulares e tectores. Paes (2011) em seu estudo com as folhas de S.
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cayennensis evidenciou carateristicas de epiderme uniestratificada, organizacdo do
mesofilo, presenga de diferentes tipos de tricomas glandulares e tectores que
corroboram com este estudo, contudo as folhas apresentaram variacdes no ndmero
de camadas do colénquima de 3 a 4 camadas e cuticula mais espessa.

A presenca de células epidérmicas modificadas como os tricomas, podem
ocasionar alteracdes na dindmica da herbivoria dos insetos, ja que a presenca
dessas estruturas pode causar desde a reducao e/ou paralizagdo do consumo por
parte do predador (AOYAMA; LABINAS, 2012). Estas estruturas podem afetar de
forma mecénica, a mobilidade do inseto pela superficie foliar, a postura de ovos,
influenciados pelo volume e formato dos tricomas do tipo tector. Ademais, a
presenca de substancias quimicas nestas estruturas, atuam como defesa quimica,
podendo influenciar na palatabilidade do inseto, bem como ocasionando danos na
estrutura bucal (CORREA et al., 2008; BARBOSA et al., 2010). Além do emprego
medicinal dado a espécies produtoras compostos secundarios de interesse, o0 estudo
da presenca de tricomas (formato e densidade) e as substancias produzidas e
armazenadas nos mesmos, sdo de suma importancia para que sejam identificadas
plantas que possam atuar como barreiras vivas, promovendo ganhos ao ambiente,
pelo uso adequado das substancias e ao produtor, pela reducdo na aplicacdo de
defensivos agricolas (AOYAMA; LABINAS, 2012).

Almeida (2014) descreveu as caracteristicas anatdbmicas de Stachytarpheta
jamaicensis com epiderme uniestratrificada, tricomas tectores, colénquima com cinco
camadas de células, folhas anfiestomaticas, mesofilo composto por parénquima
palicadico e lacunoso, em que algumas das caracteristicas apresentadas
corroboram com as descritas neste estudo.

Santos et al. (2004) em seu estudo com Lippia alba (Verbenaceae) as folhas
apresentaram também as mesmas caracteristicas da familia com semelhanca no
numero de camadas de células do mesofilo, bem como com tipos de tricomas iguais
tector tipo | e glandular tipo 1V. Sanchéz et al. (2014) descreveu em seu estudo as
caracteristicas anatbmicas de seis diferentes espécies representantes da familia
Verbenaceae em que as caracteristicas encontradas para as espécies de presenca
de estbmato em ambas as faces da folha, presenca de tricomas glandulares e
tectores de diferentes tipos, camadas de parénquima em menor numero (2-3), com

cuticula na maioria das espécies também espessas.
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Rodella et al. (1993) ressalta que as plantas que a presenca do maior nimero
de células no tecido parenquimatico pode estar relacionada com uma maior
eficiéncia no aparato fotossintético. Para Taiz e Zeiger (2017) esta eficiéncia pode
ser atribuida ao maior numero de cloroplastos presentes nas células
parenquimaticas e ainda a capacidade de dissipacéo da luz pelas multiplas camadas
de tecido.

As divergéncias encontradas neste estudo para algumas caracteristicas
anatdbmicas podem ser explicadas pela conducdo da espécie em ambiente de
cultivo. Uma vez que, as diversas praticas de manejo aplicadas nas plantas, podem
influenciar diretamente no desenvolvimento do vegetal, em resposta as dinadmicas do
ambiente em que estd inserida. Tais variacdes ambientais, como precipitacao,
radiacdo e fotoperiodo, podem influir diretamente na anatomia dos Orgaos vegetais,
podendo ocasionar em flutua¢cées no numero de camadas do tecido parenquimatico,
no espessamento cuticular, numero de complexos estomaticos, espacos
intercelulares dentre outras alteracdes (SILVA et al., 2005; VENTRELLA, 2000).

Caracterizacdo morfométrica e anatdémica das flores

As flores de S. cayennensis apresentaram corola tubulosa estreita, pentamera
(composta por 5 pétalas), gamopétalas, com coloracdo variando de lilas a roxo
intenso; possui dois estames sendo estes classificados como epipétalos, estilete em
insercdo terminal; o ovario € composto por 2 carpelos e dois loculos, mas com

desenvolvimento de 6vulo em apenas um.
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Figura 7- Seccéo transversal e longitudinal da flor de Stachytarpheta
cayennensis (Rich.) Vahl.

A- Viséo geral da flor em seccdo longitudinal, mostrando todas as partes (60um); B- Detalhe da
epiderme lignificada da sépala (15um); C- Visédo geral da sépala, presenca de tricomas (60um); D-
Visdo geral da pétala na porcao inicial, mediana e distal (60um); G- Antera (400um); H- Filete com
presenca de tricomas glandulares-Tipo IV (150um); I-Secc¢éo transversal do grao de pélen (15um); J-
Secc¢do longitudinal do ovério (60um); K- Detalhe do ovério fértil (15um); L- Seccao longitudinal
mostrando nectario floral (60um). Sép= sépala, Pét=pétala, Ova= ovario, Ep= epiderme,
Més=mesofilo, TT= tricoma tector, TG=tricoma glandular, GP= grao de pdlen, Fil= filete, Fol=foliculo

ovariano, Ov=06vulo, Nect=nectario.
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A seccéo longitudinal das flores apresentou sépala com a epiderme da face
adaxial com paredes espessas e lignificadas até 2721,71um apds a inser¢gao no
receptaculo (figura 7-B). A porcao distal desta epiderme possui células pequenas,
com formato arredondado, paredes finas, sem presenca de lignificagcdo. A face
abaxial possui epiderme unisseriada com células quadradas com paredes
pectoceluldsicas. A presenca de tricomas dos tipos |, Il, lll e IV foram observados
por toda extensdo da sépala nas faces ada e abaxial (figura 7-C). O mesofilo possui
de 3-4 camadas de células alongadas. Foram observados ainda, pequenos pontos
na sépala identificados como compostos fendlicos, com maior concentracao na parte
distal.

A pétala apresentou epiderme papilosa (figura 7-F) na face adaxial desde a
base até a porcao distal do tubo, na face abaxial as células da base sdo quadradas
com epiderme delgada, tornando-se papilosa apos a abertura da corola, com
presenca de tricomas tectores (tipos | e Il) e glandulares (tipo Il e IV) em todo
comprimento do tubo. O mesofilo apresenta na base células alongadas, com
epiderme delgada, com geralmente uma ou duas camadas com organizacao (figura
7-E), na porcédo distal o mesofilo apresenta células arredondadas com numero de
camadas compostas de uma a quatro células (figura 7-D).

Quanto aos verticilos férteis, o androceu é formado por estames com filete
simples, com insercdo dorsifixa, com presenca de tricomas glandulares com
pedunculo uni ou bicelular bastante alongado, com colar curto e cabeca secretora
multicelular formada por quatro células (tipo V) (figura 7-H). A antera (figura 7-G)
possui duas tecas produtoras de gréos de polen tricolpados (figura 7-1). O gineceu é
bicarpelar e bilocular (figura 7-J). Apenas em um dos l6culos h& o desenvolvimento
de 6vulo (figura 7-K). A base do ovario é abaulada, formando um disco nectarifero
ao longo de toda a circunferéncia do ovario (figura 7-L).

As caracteristicas morfométricas descritas neste estudo estdo em consonancia
com a descricdo realizada para o género Stachytarpheta por Atkins (2005) que
descreve a corola como um tubo estreito com os l6bulos se espalhando, geralmente
constituido por cinco pétalas, os estames do género sao adnatos ao tubo da corola.
A autora sugere ainda que devido o estigma estar no interior do tubo e este ser
estreito, indica que a polinizacdo deve ser realizada por polinizadores de lingua

longas, afim de alcancar no néctar presente no fundo do tubo.
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A presenca de papilas na epiderme das flores tem como fung&o a conversao de
raios luminosos para o interior do mesofilo, possibilitando assim, que haja a
continuidade do processo de absorcdo de luz e de estimulos luminosos,
principalmente em regifes de sombreamento, em que a energia luminosa é limitada
(BONE et al., 1985; FAHN, 1990).

Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos sdo uma ferramenta importante para deteccédo de
substancias em plantas medicinais, a resposta dos testes histoquimicos em S.

cayennensis estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3- Histoquimica em folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl
em resposta ao ambiente de cultivo

Substéancia
Regido Composto
Terpenos Polissacarideos Lipideos Alcaloides
fendlicos
Epiderme adaxial + + - - -
Epiderme abaxial ++ + - - -
Parénquima clorofilado
' ++ + - - -
€sponjoso
Parénquima clorofilado + + ) i i
palicadico
Tricomas tectores t+ + + - -
Tricomas glandulares t+ - + - -
Cértex da nervura + - - + -
principal
++ nt nt nt nt
Flor

++ presenca em maior quantidade; + presenca; - auséncia; nt ndo testado.

Fonte: da autora

Devido a complexidade do metabolismo vegetal, diversos compostos advindos
do metabolismo especializado podem ser secretados pelas plantas. Tais metabolitos

vém sendo detectados com o intuito de sua utilizagdo para diversas finalidades,
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dentre elas a farmacéutica, devido a suas ac¢Oes terapéuticas. As substancias
vegetais, podem ser sintetizadas e/ou acumuladas no interior das células para
posterior eliminacdo, devido a isso, uma mesma substancia pode ser detectada por
meio da histoquimica em diversas estruturas (ASCENCAO, 2007).

Além disso, a deteccdo da natureza do composto, bem como seu local de
producéo e armazenamento torna-se fundamental para melhor manejo das plantas
medicinais, devido a adequacdo nas ferramentas para que haja otimizacdo na
producdo do composto quimico ou da classe de interesse, reduzindo assim a perda
desses compostos ainda no campo (MING, 1994).

Paes (2011) em seu estudo com S. cayennensis identificou por meio de teste
histoquimico substancias como lipideos, polissacarideos (pectinas estruturais) e
compostos fendlicos, que corroboram com os resultados encontrados neste estudo,
contudo, terpenos nao foram detectados. Almeida (2014) detectou em sua analise
fitoquimica a presenca de compostos fenolicos (taninos condensados e flavonoides)
e outros compostos nas folhas de S. jamaicensis. Hammer (1993), Lorenzi e Matos
(2002) destacam que a espécie possui composicado quimica variada com presenca
de compostos fendlicos, saponinas, glicosideos, dentre outras.

Os testes histoquimicos detectaram a presenca de compostos fendlicos na
epiderme abaxial e adaxial (figura 8-1), tricomas do tipo I, Il, lll e IV (figuras 8- A, B,
C, D e E), mesofilo (figura 8-F, G e H). Foi detectada ainda a presenca de
compostos fenolicos nas diferentes pecas florais (figura 7).

Os compostos fendlicos sdo substancias quimicas oriundas do metabolismo
especializado das plantas, constituindo um grupo amplo e heterogéneo, sendo
biossintetizados principalmente na rota do acido chiquimico (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Estes compostos possuem diversas funcdes como, protecdo contra o ataque de
patdgenos, protecdo de tecidos superficiais pelos raios ultravioletas pela absorcao
dos raios prejudiciais sem a interferéncia nos benéficos para a fotossintese
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Além disso, estes compostos presentes nas plantas
medicinais conferem sua acdo terapéutica, principalmente atribuida a sua
capacidade antioxidante, através do sequestro de radicais livres (D ARCHIVIO et al.,
2007).

Terpenos (6leos essenciais) foram detectados histoquimicamente por meio de
pequenas goticulas de 6leo em todo mesofilo (figura 9-C), e ainda em gotas com

maior volume na base dos tricomas tectores (figura 9- A), ndo sendo encontrados
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nos tricomas glandulares. Foram observados ainda a presenca de terpenos em
células epidérmicas (figura 9-B). Os terpenos possuem diversas fun¢des nos
organismos vegetais, podendo atuar como atrativo de polinizadores, mas também
para a repeléncia dos mesmos, no controle de agentes patogénicos. Além disso
podem ser utilizados também para fins medicinais, todavia, nao foram encontrados
relatos na literatura do emprego dos terpenos presentes em S. cayennensis como

finalidade terapéutica.
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Figura 8- Caracteriza¢cdo histoquimica das principais classes de metabolitos

secundérios presentes no secretado em diferentes sitios de

producao em folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.

A e B- Compostos fendlicos (tricoma tector pice, tricoma tector base) (15um); C- Tricoma tector
unicelular (15pum); D- Compostos fendlicos (tricoma glandular multicelular) (15pm); E- Compostos
fendlicos (tricoma glandular unicelular) (15um); Compostos fendlicos: F-bordo foliar (15um); G-
mesofilo (15um); H- detalhe de células parenquiméticas (15um); |- epiderme (15um). Ep=epiderme,
PP=parénquima palicadico, PL=parénquima lacunoso, TT=tricoma tector, TG=tricoma glandular, CF=
compostos fendlicos.
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Figura 9- Caracteriza¢cdo histoquimica das principais classes de metabdlitos

secundérios presentes no secretado em diferentes sitios de

producao em folhas de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.

Ter

-

A e B- Terpenos (base do tricoma tector, células da epiderme) (15um); C- Terpenos (goticulas de
6leo no mesofilo) (15um); D e E- Polissacarideos (tricoma glandular e tector) (15um); F- Lipideos
(15pum) e G- Alcaloides (mesofilo sem aplicagcdo de reagente (0,6pum), tricoma e epiderme (15um)).
Ep=epiderme, PP=parénquima pali¢addico, PL=parénquima lacunoso, TT=tricoma tector, TG=tricoma
glandular, Ter= terpenos, Poli= polissacarideos, Lip= lipideos.
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Foi identificado a presenca de polissacarideos na epiderme abaxial e adaxial, e
ainda em tricomas glandulares (figura 9- D) e tectores (figura 9-E). Os
polissacarideos tém importante funcdo estrutural, atuam conferindo forma e dando
sustentacao a diversas estruturas, podendo ainda permitir fluxo de agua pela parede
(BUCKERIDGE et al., 2000).

Foi identificada a presenca de cuticula delgada nas folhas de S. cayennensis,
através do teste histoquimico aplicado, a presenca de substéncias de natureza
lipidica foi detectada somente nas células do cortex da nervura e algumas células do
parénquima (figura 9-F).

Fendlicos totais

A classe de maior interesse medicinal de S. cayennensis sd0 0S compostos
fendlicos. As realizagcbes das analises evidenciaram grande quantidade desta classe
por todo mesofilo foliar bem como em suas flores. Devido a isso, foi realizada a

guantificacéo do teor.

As concentracfes médias de fendlicos totais quantificadas em amostras de S.
cayennensis, através da equacao y= 0,01x-0,02 com coeficiente linear de R2= 0,99,
obtida da curva de calibracédo preparada com a solucdo de acido galico. Os valores
de absorbancia obtidos nas leituras, foram substituidos nesta equacao,
determinando o contetudo de fendlicos totais por amostra, que variou de 91,18 a
5381,17 mg de acido galico, por 100 gramas de matéria seca. O teor médio de
compostos foi de 2037,30 mg de acido galico/100 gramas de matéria seca, com
desvio padréo de 1397,48 e coeficiente de variacdo- CV (%) de 69.

Os compostos fendlicos podem ser sintetizados por meio de diversas rotas nas
plantas, podendo ser encontrados, portanto em diversas partes do vegetal e em
guantidades variadas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). A alta concentracdo
encontrada nas folhas de S. cayennensis corrobora com a analise histoquimica
realizada, em que a substancia foi detectada em todas as regifes avaliadas.

A variabilidade nos resultados obtidos na quantificacdo dos compostos
fendlicos evidenciada pelo coeficiente de variacdo das amostras, pode ser atribuido
a diferenca genética inerente a espécie, que pode haver entre os individuos, uma
vez que plantas deste estudo sé&o provenientes de sementes. Segundo Morais

(2009) a producéo de compostos pode ser influenciada por fatores ambientais e
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genéticos, bem como da interac@o entre eles, pois pode haver redirecionamento de
rotas metabdlicas ocasionando em varia¢des no volume do metabdlito produzido.

O valor médio encontrado no presente estudo para as amostras avaliadas &
superior ao valor encontrado por Lima et al. (2013) em seu estudo com nove
diferentes espécies de plantas medicinais, dentre elas S. cayennensis, em que 0
resultado obtido em mg de equivalentes de acido gélico por 100 g de massa seca foi
de 142,49 + 1,38.

Diversos estudos relatam a utilizacdo do extrato das folhas de S. cayennensis
para fins terapéuticos, principalmente pela presenca de compostos fendlicos nesses
extratos. Shapovall et al. (1998) em seu estudo visou fornecer explicacao cientifica
para 0 uso popular dos extratos como anti-inflamatérios, em que sua eficicia foi
comprovada, e ainda chegaram a conclusdo do baixo efeito toxico nas doses
utilizadas. Esses autores atribuiram a acéo terapéutica a presenca da ipolamida e de
fenilpropanoides.

O verbascosideo caracterizado por sua acao antiinflatéria e antiulcerogénica
(PENIDO et al.,, 2006) e com eficacia comprovada para a o0 tratamento da
leishmaniose tegumentar (MAQUIAVELI et al., 2016), esta substancia é classificada
como um fenilpropanoides, cujo metabolismo origina compostos fendlicos (GARCIA;
CARRIL, 2011).

2.3 CONCLUSAO
A descricdo anatbmica das folhas e flores seguiram as caracteristicas

encontradas para o género. Através dos testes aplicados foram identificadas as
principais classes de metabdlitos especializados em diferentes regides do mesofilo
foliar e flores, somente alcaloides ndo foram encontrados. Foi observada a presenca
de cuticula delgada nas folhas. Terpenos foram detectados em baixas quantidades
no teste aplicado. Compostos fendlicos estdo dispersos por todo o mesofilo foliar,
bem como nos tricomas e nas pecas florais. A quantidade de compostos fendlicos
encontrados corrobora com sua acdo medicinal ser atribuida principalmente a esta

classe.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo fenoldgico da espécie permite a compreensao do comportamento da
espécie para a area estudada, possibilitando uma melhor caracterizacdo da
dindmica de alocacdo e distribuicAo de recursos pela planta em resposta as
variagdes climéaticas ambientais.

A precipitacdo tem influéncia direta sobre as fenofases da espécie, o que
possibilita a aplicacdo de manejos que mantenham as folhas, ja que € nelas que se
concentram os compostos de interesse. Além disso, a senescéncia é influenciada
pela queda na temperatura, estabelecendo para algumas condi¢cfes climaticas
periodo ideal de cultivo, com ponto de colheita ideal antes do inverno. Para as
condicBes do presente estudo o teor de compostos fendlicos foi elevado, podendo
fornecer parametros para o cultivo da espécie afim de obtengédo de altos teores de
compostos.

A anatomia e histoquimica das folhas, possibilitou a caracterizacéao interna e
identificacdo dos locais de armazenamento dos compostos, que fornecem
parametros para conducao da espécie em diferentes regides, e ainda corrobora com
a utilizacdo de toda parte aérea da planta para obtencdo de compostos fendlicos. A
descricdo das flores neste estudo viabiliza o entendimento acerca da dinamica
reprodutiva da espécie e servira de base para outros estudos complementares afim
de caracterizacdo complementar ja que nao foi encontrada na literatura a

caracterizacao anatébmica das mesmas.
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