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RESUMO

Vernonia polyanthes Less., conhecida popularmente como assa-peixe, possui
propriedades farmacolégicas, tais como anti-hipertensivo, diurético e
broncodilatadora. A época em que a espécie medicinal é coletada é um dos fatores
de maior importancia, visto que a quantidade e a qualidade dos constituintes ativos
podem ndo ser constantes durante o ano. Torna-se importante estabelecer linhas de
acao voltadas ao desenvolvimento de técnicas de manejo, visando a utilizacdo desta
espécie, aliada a manutencdo do equilibrio do ecossistema. Desta maneira, o
presente estudo teve como objetivo de gerar informagbes para subsidiar o
desenvolvimento de técnicas complementares ao manejo do assa-peixe (Vernonia
polyanthes Less.) para que seja explorada de forma mais eficiente, sustentavel e
segura. O trabalho foi desenvolvido na Fazenda Experimental Lageado, pertencente
a Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP - Campus Botucatu. Quarenta
individuos foram acompanhados durante 24 meses e registrado as fases
fenologicas, segundo Fournie. Coletas foram realizadas nos periodos sazonais:
outono, inverno, primavera e verdo, com, o delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado (DIC), com quatro tratamentos e cinco repeticbes. As
variaveis analisadas foram: teor de 6leo essencial, teor compostos fendlicos totais,
variacfes na anatomia foliar e histoquimica. Estudou-se também tempo de extracéo
de folhas caracterizacdo do 6leo essencial para a espécie. Verificou-se a correlacéo
das fases fenol6gicas com as variaveis climaticas e além de serem observadas

variacbes morfoanatdbmicas e fitoquimicas na Vernonia polyanthes Less nos
diferentes estagbes e fases de desenvolvimento foliar. Conclui-se que, V.

polyanthes possui &pices das fenofases reprodutivas no periodo de junho a
setembro e vegetativa de outubro a maio, apresenta plasticidade anatdmica e
fitoquimica em resposta as variagbes sazonais. O tempo determinado para
hidrodestilagdo foi de 106 minutos e o maior rendimento se da no horario de
12h00min horas.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Vernonia polyanthes, fitoquimica, fenologia,

anatomia foliar.






ABSTRACT

Vernonia polyanthes Less., commonly known as assa-peixe, has pharmacological
properties, such as antihypertensive, diuretic and bronchodilator. The time when a
medicinal species is collected is one of the most important factors, since the quantity
and quality of the active constituents are not constant during the year. It is important
to establish lines of action aimed at the development of management techniques,
aiming at the use of this species, together with the maintenance of the ecosystem
equilibrium. In this way, the present study aimed to generate information to support
the development of techniques complementary to the management of assa-fish
(Vernonia polyanthes Less.) To be exploited more efficiently, sustainably and safely.
The work was developed at the Fazenda Experimental Lageado, belonging to the
Faculdade de Ciéncias Agronomicas of UNESP - Campus Botucatu. Forty individuals
were followed up for 24 months and recorded phenological activities / phases,
according to Fournie. Samples were collected in the seasonal periods: autumn,
winter, spring and summer, with five replications, a completely randomized design
(DIC) with four treatments. The analyzed variables were: essential oil content,
phenolic compounds, variations in leaf anatomy and histochemistry. It was also
studied time of extraction of leaves characterization of the essential oil for the
species. The correlation of the phenological phases with the climatic variables was
verified and besides morphological and phytochemical variations in Vernonia
polyanthes Less were observed in the different seasons. It is concluded that, V.
polyanthes has the apices of the reproductive phenophases from June to September
and vegetative from October to May, presents anatomical and phytochemical
plasticity in response to seasonal variations. The time for hydrodistillation was two
hours. It is concluded that, V. polyanthes has the apices of the reproductive
phenophases from June to September and vegetative from October to May, presents
anatomical and phytochemical plasticity in response to seasonal variations. The time
for hydrodistillation was 106 minutes and the highest income is given in the hour of
12h00min hours.

Key words: Medicinal plants, Vernonia polyanthes, phytochemistry, phenology, foliar

anatomy.
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1. INTROUCAO GERAL

Plantas com principio medicinal podem ser definidas como aquela que, nativa ou
cultivada, tem seu uso relacionado com fins medicinais, terapéuticos e de cura
(OMS, 2003). Estas espécies possuem acgdo farmacolégica comprovada e esse
efeito esta relacionado aos principios ativos conhecidos, fornecendo eventualmente
matéria-prima para a industria farmacéutica (RIZZINI & MORS, 1995).

O saber acerca das plantas medicinais significa na maioria das vezes que esse
conhecimento € o Unico meio que algumas pessoas encontram para ter acesso a
tratamento para uma gama de enfermidades. Esse uso, muito presente ainda hoje
em comunidades carentes e povos tradicionais, € relatada na histéria da
humanidade desde 2600 a.C (AMOROZ0,1988; PRANCE, 1992).

O depoimento mais antigo relatado do uso de espécies medicinais sao restos
de pdlen num jazigo arqueolégico em Shanidar, com aproximadamente 60 mil anos
(época do Homem de Neanderthal) (LIETAVA, 1992 apud BONET, 1998). No Brasil,
a aproximadamente 50 mil anos em sitios arqueolégicos no Parque Nacional da
Serra da Capivara em Joinvile e em Sao Raimundo Nonato no Piaui, foram
encontrados vestigios de atividades humanas. Tradicdo Nordeste (cultura humana
mais antiga relatada) com data de 12 mil a 7 mil/ 6 mil a.P (antes do presente, tendo
como base o anos de 1950 como referencial para o calculo) foram encontradas
evidéncias de pinturas rupestres, infestacdes por parasitas, além de grdo de pélen
associados a atividade terapéutica (TEIXEIRA-SANTOS,2010).

Esse uso terapéutico é atribuido a uma diversidade de espécies vegetais, dentre
elas destaca-se o0 assa-peixe (Vernonia polyanthes Less) que faz parte da Relacdo
de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS) a partir
do Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006, que aprovou a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006 a, b). E conhecida
popularmente por assa-peixe, assa-peixe branco, estaca-sangue, tramanhém, mata-
pasto, cambara-guassu, cambara-do-branco, erva-pred e enxuga; perenes, e
comum nos cerrados de S&o Paulo, Goias e Minas Gerais (ALZUGARAY &
ALZUGARAY, 1984), é caracterizada por propriedades farmacoldgicas, tais como
anti-hipertensivo e diurético (SILVEIRA et al. 2003 a; SILVEIRA et al. 2003 b),
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antiulcerogénica (BARBASTEFANO et al., 2007), antifingica e leishmanicida
(BRAGA et al., 2006) e antimicrobiano (OLIVEIRA et al., 2007).

Apesar da diversidade de usos, ainda se sabe pouco sobre o cultivo e a
domesticacdo da espécie. Nesse ponto, os estudos da fenologia e de técnicas de
domesticacdo contribuem para auxiliar a elucidar o problema.

Na literatura observa-se uma série de trabalhos que caracterizam a fenologia
das vegetacdes savanicas (MONASTERIO & SARMIENTO 1976, BATALHA et al.
1997, PIRANI et al. 2009, SILVA et al. 2011). Entretanto, os estudos que
apresentam informacgdes, baseadas em varios anos de observacdes, que englobem
possiveis variacdes entre anos para as espécies sao limitados.

Por se tratar de uma espécie oriunda do Cerrado brasileiro e este bioma, nos
tltimos 30 anos ter sofrido forte pressdo pela acdo da expansdo da fronteira
agricola, além da exploragcédo predatéria do material vegetal lenhoso para producéo
de carvdo (BRASIL,2016), estudos de natureza fenolégica sdo de extrema
importancia pois contribuem no entendimento do processo de reproducéo,
melhoramento genético, coleta de material para droga vegetal, etc; que auxiliardo na
determinacao das técnicas de cultivo (PEREIRA et al,2008).

Espécies de cerrado, sob climas estacionais, demonstram variagbes na
sazonalidade no que se refere a producao de folhas, flores e frutos, o que determina
adaptacdoes a fatores bidticos e abioticos (VAN SCHAIK et al. 1993). Estas
adaptacdes estdo ligadas a caracteristicas funcionais ou estruturais, as quais séo
analisadas pela fenologia. Apesar disso, alguns pesquisadores defendem que a
limitagdo sazonal do periodo de floragcdo e os eventos fenoldgicos sdo estabelecidos
filogeneticamente, ou seja, por restricdes filogenéticas e vigorosamente induzidos
pela forma de vida, sendo independente de fatores bidticos ou abidticos como a
precipitacdo (WRIGHT & CALDERON 1995).

Para 0 manejo das espécies medicinais, uma etapa importante é a época de
coleta do material que corresponde a fase onde a quantidade e, muitas vezes, a
natureza dos compostos bioativos pode variar durante o ano. Na literatura existem
diversos relatos da interacdo da variacdo sazonal e das fases fenologicas com a
producdo de praticamente todas as classes de substancias secundarias, tais como
acidos fendlicos, terpenos, cumarinas, flavonoides, alcaloides, entre outros
(SCHOWOB et al,2004; PITAREVIC et al, 1984; ZIDORN E STUPPNER,2001;
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GRACE et al,1998; BROOKS E FEENY,2004; WILT E MILLER,1992; JALAL et al,
1982).

Outra etapa importante para otimizar a obtencdo de principio ativo pode ser
realizado de maneira criteriosa seguindo as etapas de planos de manejo ja
existentes ou trabalhando no desenvolvimento ou aperfeicoamento destas técnicas.
Algumas dessas etapas sdo horario de coleta do 6rgdo de interesse, técnicas de
extracdo do metabdlito secundario e tempo de hidrodestilacéo.

Desta maneira, o presente estudo teve como objetivo de gerar informacdes para
subsidiar o desenvolvimento de técnicas complementares ao manejo do assa-peixe
(Vernonia polyanthes Less.) para que seja explorada de forma mais eficiente,

sustentavel e segura.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plantas Medicinais

O primeiro relato documentado do uso de espécies medicinais com a finalidade
terapéutica data da idade da Pedra Lascada. Na Mesopotamia, entre oS povos
sumérios encontrou-se o primeiro documento de cunho médico escrito (3000-1900
a.C), descrito em uma tabua de argila no qual consta a informacdo do uso de
diversas plantas. Entre elas podemos citar o acafrdo (Crotus sativus L.), a canela
(Cinnamonum zeylanicum Breyne), mandragora (Mandragora officinarum L.), mirra
(Commiphora myrrha L.) entre outras (DIAS, 2016; CARVALHO, 2004; CUNHA,
2007; LOPES, 2004).

Nas civilizacBes seguintes, os babilénicos, a pratica da medicina com o uso de
espécies medicinais, ficava a cargo do rei Assurbanipal que deixou relatos sobre 0s
usos da mirra (Commiphora myrrha L.), que posteriormente ganhou notoriedade
pelos séculos seguintes, até chegar ao cristianismo (LOPES, 2004).

No Egito antigo, a relacdo do homem com essas espécies, esta em evidéncias
de restos de graos de poélen de plantas aromaticas. Essas espécies desempenharam
papel fundamental nessa civilizagéo, pois eram cremadas em altares de divindades.
O odor agradavel era enviado como pedido de protecdo aos deuses. Ja a cremacao
de odores desagradaveis, usava-se para espantar animais ou deuses maléficos.
Algumas espécies utilizadas pelos egipcios eram: cebola (Allium cepa L.), anis
(Pimpinella anisum L.), incenso (Pittosporum undulatum Vent.), entre outras
(CUNHA, 2007).

O povo grego recebeu como heranca dos persas muitos produtos aromaticos,
como os relatados por Teofrasto (século VI) no Tratado dos odores, onde chamava a
atencdo a funcédo terapéutica dos perfumes (CUNHA, 2007). Na Idade Média, as
plantas foram um divisor de aguas, porque qualquer tipo de utilizacdo dessas
espécies era considerado magia, pois era uma pratica que diretamente ameacava a
classe médica das Universidades que estavam surgindo no feudalismo (MURARO,
1991).

No Brasil, a ocorréncia dos usos € datada de aproximadamente 50 mil anos.
Padre Anchieta, fazia diversos convites a companheiros de Portugal para se
tratarem no Brasil com o dizer de “a terra é muito boa e ficareis mui sdos”.

(RODRIGUES, 1934). A historia prossegue com 0 uso de varias espécies nativas da
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flora brasileira, receitadas pelo médico Guilherme Piso (1661-1678) para tratar uma
série de enfermidades. Piso foi empenhado na apropriagdo do conhecimento dos
indios, pois estes desprezavam os medicamentos das boticas para se tratarem com
as plantas da regido (TAUNAY,1948). A grande contribuicdo dos indios a
farmacoterapia foi com a indicacdo do barbatiméo (Stryphnodedron barbadetiman
(Vell.) Mar.), cacau (Theobroma cacao L.), gervdo (Stachytarpheta australis
Moldenke), guarana (Paullinia cupana var sorbilis Ducke), entre outras (MARTIUS,
1979).

A etnofarmacobotanica, na histéria da medicina popular no Brasil foi o elo para o
conhecimento deixado pelos portugueses, onde as plantas provindas das mais
diversas regides atravessaram séculos e se juntaram as espécies da flora nativa e
hoje fazem parte do gama de espécies medicinais que sao utilizadas para
tratamento e cura de diversos males (CAMARGO, 2014).

2.2 Assa-peixe (Vernonia polyanthes Less.) - ASTERACEAE

A familia Asteraceae, anteriormente denominada Compositae, € a mais
numerosa dentro das Angiospermas, compreende aproximadamente 1100 géneros e
25000 espécies e representa 10 % das espécies vegetais do mundo (VERDI et al.,
2005; MAIA et al., 2010). Esta familia € a segunda em numero de representantes de
espécies no Cerrado brasileiro (MENDOCA et al., 1998). Sé&o plantas de aspecto
extremamente variado, incluindo principalmente pequenas ervas ou arbustos e
raramente arvores (HEYWOOD, 1993).

A denominacéo Aster vem do grego e faz referencia a suas estruturas florais que
se apresentam na forma de estrelas (BREMER, 1994). Os frutos desta familia
normalmente apresentam papus persistente e transformado em uma estrutura de
dispersédo, sendo a anemocoria (dispersdo pelo vento) e a zoocoria (dispersao pelos
animais) formas mais significativa de dispersdo (HEIDEN et al.,, 2007). Espécies
desta familia estdo sendo bastante estudadas nos ultimos 25 anos, ndo somente
gquanto a anatomia, morfologia e ecologia, porém estdo tendo enfoque na
fitoquimica, citogenética e estrutura macromolecular. Com isso, algumas dessas
espécies tém sido bases para obtengdo e criacdo de novos farmacos e inseticidas
(NAKAJIMA; SEMIR, 2001; NIJS; MENKEN, 1996).
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O género Vernonia, um dos maiores e mais importante da familia Asteraceae,
possui aproximadamente 1.500 espécies distribuidas especialmente nas regides
tropicais e subtropicais, sendo a Africa e a América do Sul, os principais centros de
dispersdo (MIZERES et al., 1996). E um dos mais complexos géneros ponto de vista
da taxonomia por causa da alta diversidade das suas formas biologicas da familia
Asteraceae do (DEMATTEIS e FERNANDEZ, 2000; OLIVEIRA et al., 2007).
Recebeu este nome em homenagem a Will Vernon, pesquisador botanico
(CABRERA; KLEIN, 1980). Estudos mostram que o género Vernonia € rico em
sesquiterpenos, lactonas e glicosidios com muitas atividades biolégicas (LIU et al.,
2007). Geralmente, plantas deste género sdo ricas em glandulas oleiferas e muitos
dos seus 0leos essenciais apresentam atividades biolégicas, como antimicrobiana e
inseticida (VAGIONAS et al., 2007).

Destaca-se dentro deste género a Vernonia polyanthes Less., conhecida
popularmente por assa-peixe, cambara-guassu, estanca-sangue, tramanhém,
cambara branco, enxuga, erva-prea e assa-peixe-branco (ALZUGARAY;
ALZUGARAY, 1984; LORENZI & MATOS, 2002) é citada com frequéncia em
levantamentos etnobotanicos de plantas medicinais. Na regido do cerrado do Mato
Grosso (BR), é usada como medicinal, sendo denominada por cafera (NETO &
MORAIS, 2003).

Arbusto grande ou arvoreta, perene, ereto, pouco ramificado, rizomatoso, de
caules pubescentes de coloracdo acinzentada, 1-3 m de altura. Suas folhas séo
simples, &speras na face ventral e pilosas na dorsal, curtamente pecioladas,
lanceoladas de margem serrilhada, base atenuada e apice agudo, possuem cerca
de 10-24 cm de comprimento e 3 cm de largura (Figura 1). A lamina foliar possui
como caracteristicas anatdmicas ser dorsiventral, com tricomas em ambas as faces.
Pela face adaxial, a epiderme € uni estratificada e nela sdo encontrados, junto as
células comuns e estdmatos, tricomas simples, pluricelulares, com namero variavel
de células situadas, em geral sobre as nervuras. Os tricomas caracterizam por
apresentarem de células situadas, em feral nas nervuras. Os tricomas caracterizam-
se por apresentarem células com diferentes gruas de espessamento. As flores
esbranquicadas, melilferas, reunidas em pequenos dispostas em paniculas
terminais, sdo as principais caracteristicas desta espécie (LORENZI & MATOS,
2008).
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De acordo Lorenzi e Matos (2008) a espécie possui alcaloide, glicosideos,
flavonoides e Oleos essenciais em sua composi¢do fitoquimica. Estudo realizado
com a espécie V. polyanthes no estado do Espirito Santo caracterizaram o 6leo
essencial da espécie como de coloragdo amarelo-claro. A espécie apresenta
variacdo no rendimento do 6leo essencial nas diferentes partes frescas da planta,
sendo que as folhas possui rendimento de 0,23%, nas flores de 0,01% e na raiz de
0,02% (ANDREAO et al. 2003).

V. polyanthes possui propriedades farmacologicas, tais como anti-hipertensivo e
diurético (SILVEIRA et al. 2003 a; SILVEIRA et al. 2003 b), antiulcerogénica
(BARBASTEFANO et al., 2007), antifingica e leishmanicida (BRAGA et al., 2006) e
antimicrobiano (OLIVEIRA et al., 2007). Na regido do alto Rio Grande, Minas Gerais,
o decocto ou infusdo de toda a planta é utilizado como antifebril, contusdes,
hemorragias e infeccbes do Utero, em bronquites, gripes, resfriados e tosses
(RODRIGUES; CARVALHO, 2001). Segundo Lorenzi & Matos (2008), as folhas e
raizes dessa espécie sdo usadas para a eliminacdo de célculos renais, na forma de
compressa tém efeito antirreumético e na forma de cha, conferem melhora

consideravel em tosses persistentes.

Figura 1- Vernonia polyanthes Less. — Botucatu, SP. Mar¢o de 2015.

Fonte: A autora
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2.3 Fenologia

A fenologia é responsavel pela caracterizacdo do desenvolvimento e reproducao
de uma espécie num determinado periodo, e a relacdo dessas variaveis com 0 meio
ambiente (FOURNIER, 1974; LIETH; SCHULTZ, 1976; SILVA; SANTOS, 2008).0
desenvolvimento de pesquisas nessa area, sdo de suma importancia, pois
apresentam o estudo das fenofases, bem como a frequéncia e intensidade de cada
uma delas e sua interacdo com fatores abioticos ou bidticos (NEWSTROM et al.,
1994; ALMEIDA; ALVES, 2000; SANMARTIN-GAJARDO; MORELLATO, 2003;
RAMOS; SANTOS, 2005; NEVES et al., 2010).

Os estudos para entender as fenofases de uma espécie no seu habitat natural,
estdo ligados a estudos ecolégicos que se relacionem com a biodiversidade,
produtividade e programas de conservacdo de recurso genético (MOONEY et al,
1980; CAMACHO & OROZCO, 1998). O comportamento fenoldgico da vegetacdo
influéncia também na diversidade de herbivoros, pois ficam dependentes do
desenvolvimento sazonal das espécies o que pode comprometer sua alimentacao
(STRONG et al, 1984). Os insetos precisam localizar sua fonte de alimento, e esta
deve ser coincidente com a fase do vegetal onde os tecidos estao disponiveis, pois a
diversidade de insetos estdo diretamente relacionada a produtividade e riqueza das
espécies (KERSALAKE e HARTLEY,1997; YUKAWA, 2000; SIEMANN et al, 1998).

Castellani e colaboradores (1999) descreveram os padrées de floracéo,
frutificacdo, brotamento e germinacéo de 34 espécies da duna frontal da Joaquina e
concluiram que a diminuicdo da temperatura limita a floracdo e que a estresse
hidrico pode afetar as demais fenofases analisadas.

A variacao nos padrdes fendlogicos pode mudar devido a idade, habitat, se a flor
€ feminina; masculina ou hermafrodita, altura, largura; pois espécies tropicais sao
classificadas como heterogénea para as fenofases (NEWSTROM et al., 1994). Os
efeitos abibticos relatados por Carvalho e colaboradores (2007), demonstraram que
as variagbes na quimica foliar de espécies do Cerrado sdo decorrentes da
sazonalidade o que destaca a importancia desse fator nas diferentes fases da
planta.

Em alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham) observou-se comportamento

caducifolio, com alta taxa de queda foliar durante grande parte do ano, a floracéo
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ocorre no periodo de fevereiro a abril, enquanto a frutificacdo alcancou o pico de
intensidade no més de maio. Todas as fenofases apresentaram altos indices de
sincronia (CARVALHO JUNIOR, 2011). Em Bidens segetum (picdo-do-mato) e
Baccharis trimera (carqueja) a fase de floracdo tem ocorréncia no periodo seco. A
frutificacdo da maioria das populacdes de Baccharis trimera estudadas apresenta
sincronia e coincidem com o final do periodo seco e comeco do chuvoso em &rea do
cerrado (LELIS, 2008; SOUSA et al., 2014). Brosimum gaudichaudii Trécul. (mama-
cadela) possui fenofases sincronicas, o crescimento € periédico e sazonal e
correlacionado positivamente com a precipitacdo. Em é&rea de cerrado em Mato
Grosso, o0 periodo mais adequado para a coleta de frutos de B. gaudichaudii é de
outubro a dezembro (FARIA et al., 2015).

Em populacdo de Cybistax antisyphilitica (ipé-verde), ocorrente na regido de
cerrado, foi observada elevada sincronia dentro de cada fenofase e padrdo
fenoldgico sazonal com ciclos anuais. O brotamento ocorreu no final da estagao
seca, logo apo6s a queda de folhas, que ocorreu ao longo do periodo seco, a floracao
ocorreu no inicio das chuvas, logo apds os eventos vegetativos. A deiscéncia dos
frutos e a dispersdo das sementes ocorreram no final da estagéo seca. Em geral, as
fenofases correlacionaram-se com a umidade, temperatura e pluviosidade.
Entretanto, afinidades filogenéticas e interacbes com polinizadores e dispersores
também podem atuar no comportamento fenolégico de C. antisyphilitica
(GUILHERME et al., 2011).

2.4 Metabolismo Secundario e a influéncia dos fatores ambientais

Uma das principais caracteristicas dos seres vivos € a atividade metabdlica,
sendo assim, o metabolismo é definido como um conjunto de reagdes quimicas que
ocorrem no interior das células. Nos vegetais, 0 metabolismo esta dividido em dois
tipos: 0 metabolismo primario e o secundario ou especializado (TAIZ; ZEIGER,
2013). Os compostos quimicos que sao formados, degradados ou transformados
recebem o nome de metabdlitos (SIMOES et al., 2010) (Figura 2).

Buchanan et al. (2000) definiram os metabdlitos primarios como compostos que
participam da nutricdo e dos processos metabdlicos essenciais, enquanto 0s

metabdlitos secundarios sdo aqueles que influenciam nas interagbes ecoldgicas



24

entre plantas e o ambiente. Através da fotossintese, as plantas utilizam a energia
solar para a producao de compostos organicos que sao precursores dos metabdlitos
secundarios (CASTRO et al., 2004). Estes sao classificados com base em suas vias
biossintética e nos principais grupos: 0s compostos nitrogenados, 0s terpenos e
compostos fendlicos (TAIZ; ZEIGER, 2013) (Figura 2).

Variagbes temporais e espaciais no contetdo total, bem como as propor¢des
relativas de metabdlitos secundarios em plantas ocorrem em diferentes niveis
(sazonais e diarias; intraplanta, inter- e intraespecifica) e, apesar da existéncia de
um controle genético, a expressao pode sofrer modificagBes resultantes da interacao
de processos bioquimicos, fisiolégicos, ecoldgicos e evolutivos (LINDROTH et al,
1987; HARTMANN, 1996). De fato, os metabdlitos secundarios representam uma
interface quimica entre as plantas e o0 ambiente circundante, portanto, sua sintese é
frequentemente afetada por condigcbes ambientais (KUTCHAN, 2001).

A agua exerce influéncia em diversos processos, como a assimilacdo de CO,,
transpiracdo, expansao foliar e particdo de fotoassimilados para érgdos do vegetal.
A reducéo da quantidade de agua disponivel a planta leva ao aumento da atividade
das enzimas hidroliticas e a diminuicdo da intensidade fotossintética o que induz
respostas metabdlicas, acimulo de solutos e substancias antioxidante e expressao
de genes especificos de estresse (SINGH-SANGWAN et al., 1994). Em condi¢des
de baixa disponibilidade de agua no solo, varios processos metabdlicos nas plantas
podem ser influenciados, como o fechamento estoméatico, o declinio na taxa de
crescimento, o acumulo de solutos e antioxidantes e a expressao de genes
especificos de estresse (SINGH SANGWAN et al., 1994; SILVA; CASALI,2000). A
consequéncia da seca no teor dos metabdlitos especializados depende do nivel de
estresse e da duracdo do mesmo, sendo que um periodo curto de estresse hidrico
pode levar a uma maior producdo e quando o periodo € prolongado ocorre a
reducdo (GOBO-NETO; LOPES, 2007). O aumento da sintese de metabdlitos
secundérios pode ser explicado como resultado da diminuigdo do CO, interno,
diminuicdo da atividade do ciclo de Calvin e aumento da oferta de agentes redutores
(NADPH) para as vias metabolicas secundarias de sintese de isoprenoides, fenois
ou alcal6ides (SELMAR; KLEINWACHTER, 2013).

Mudancas na temperatura podem influenciar a fisiologia dos vegetais.
Temperaturas altas diminuem a condutancia estomatica e consequentemente reduz

a fotossintese, o crescimento das plantas. Afetam também a producdo de
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metabdlitos secundarios, pois fotosistema Il apresentando diminuicdo na eficiéncia
fotoquimica causando aumento no estresse nas plantas (VERMA; SUKLA, 2015).
Baixas temperaturas (<20-C) afetam negativamente o crescimento e o
desenvolvimento de plantas, limita significativamente a produtividade. As
temperaturas baixas reduzem diretamente as rea¢fes metabdlicas e indiretamente a
absorcdo de 4gua e a desidratacdo celular impede a expressdo do potencial
genético (CHINNUSAMY et al., 2007; KOC et al., 2010).

A principal enzima relacionada a resposta do metabolismo secundario é a
fenilalanina amoénia-liase (FAL) responsavel pelas reacdes do metabolismo dos
compostos fendlicos e estabilidade e facilidade de preparacdo para 0s ensaios
enzimaticos. Essa enzima € responsavel pela desaminacdo da L-fenilalanina,
transformando-a em &cido trans-cinAmico e amonia. O &cido trans-cinamico pode ser
incorporado em muitos diferentes compostos fendlicos (acido 4-coumarico, acido
cafeico, acido ferulico e acido sinpico), os quais estdo presentes na formacéo de
ésteres, coumarinas, flavonoides e ligninas. A FAL ja foi isolada de algas, fungos e
principalmente de plantas superiores, ndo tendo sido ainda detectada em células
bacterianas ou tecidos animais (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

2.4.1 Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos sao biossintetizados nas plantas por meio de diferentes
rotas, razdo pela qual constituem um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista
metabdlico. As duas rotas metabdlicas basicas séo: a rota do acido malbnico e a do
acido chiquimico, sendo esta Ultima participante na biossintese da maioria dos
fenois vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2013). Quimicamente, os compostos fenolicos séo
definidos como substancias que possuem anel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (LEE et al., 2005) .
Possuem estrutura variavel e por isso, sdo multifuncionais. Existem cerca de cinco
mil fendis, dentre eles, destacam-se os flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples,
cumarinas, taninos, ligninas entre outros (SHAHIDI; NACZK, 1995). Existem dois
grupos desses compostos: os flavonoides e os néo flavonoides, sendo que ambos
sdo metabolitos secundarios presentes em frutas e vegetais (SILVA et al., 2013).

Alguns compostos fendlicos s&o acumulados, especialmente, nos tecidos
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superficiais, e as plantas os utilizam como filtros UV, pois esses metabdlitos
absorvem a radiacdo UV-B sem influenciar na radiagdo fotossinteticamente ativa
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg, Myrtaceae apresenta variacdo
da composicdo quimica associada a fatores ambientais e fenoldgicos, havendo
aumento no teor de flavonoides glicosado e diminui¢cao dos flavonoides agliconas na
fase poés-frutificacdo e com aumento da disponibilidade hidrica (COUTINHO et al.,
2009). Os teores de quinonas das folhas foram maiores nos periodos mais quentes
de coleta (verdo e outono), enquanto os teores de flavonoides foram semelhantes
nos quatro periodos de coleta em folhas de Aloe arborescens Mill.,
Xanthorrhoeaceae (CARDOSO et al.,, 2010). Segundo Pimpéao (2009), os valores
mais elevados de fendis totais e de flavonoides foram atingidos nos meses de
Novembro e Dezembro, enquanto os valores mais elevados de atividade
antioxidante foram registados nos meses de Maio/Junho e Agosto/Setembro em

espécies Juniperus.

2.4.2 Terpenos

Os terpenos sdo produzidos a partir do acido mevalénico (no citoplasma) ou
MEP (no cloroplasto) (ALVES, 2001; PERES, 2016). A classificacdo dos terpenos
pode ser feita de acordo com o numero de unidades de isopreno que véao se ligando
entre si, orientadas em sentido inverso (cabeca-cauda) podendo ser:
hemiterpenoides (C5), monoterpenoides (C10), sesquiterpenoides (C15),
diterpenoides (C20), triterpenoides (C30) e carotenoides (C40) (PERES, 2016;
OLIVEIRA et al., 2003). O isopreno (IP) é produzido naturalmente, mas ndo esta
envolvido diretamente na formacdo dos produtos pertencentes a estas classes. As
unidades bioquimicamente ativas de isopreno sédo na realidade o dimetilalil
pirofosfato (DMAPP) e o isopentenil pirofosfato (IPP) (NIERO; MALHEIRQOS, 2007).
Os monoterpenoides (C10) sdo compostos por duas unidades de isopreno. Devido a
seu baixo peso molecular, sdo volateis, sendo, portanto os constituintes dos 0Oleos
essenciais e das esséncias volateis, atuando principalmente na atracdo de
polinizadores. Os monoterpenos podem ser isolados através de destilagdo ou

extragdo e atualmente sdo conhecidos mais de 1.000 monoterpenoides naturais
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(OLIVEIRA et al., 2003). Fazem parte deste grupo os constituintes dos o6leos
essenciais, saponinas, carotenoides e a maioria dos fitorreguladores sao terpenos.

Em estudo realizado com Cymbopogon citratus (DC.) Stap observou que o0s
elevados teores de Oleo essencial no periodo da manhd, em épocas de
temperaturas e umidades elevadas, sendo que a época de colheita, variacao
climética e condi¢cdes de cultivo influenciam na quantidade de o6leo essencial
(SANTOS et al., 2009). De acordo com Cerqueira et al (2009) a variacdo sazonal
influencia na composicao do éleo essencial de Myrcia salzmannii Berg. (Myrtaceae),
sendo o regima de chuvas crucial para esta variavel. Para as espécies de menta
(Mentha x piperita L., M. suaveolens, M. spicata L., M. aquatica L. e M. arvensis L.) é
verificado queda no rendimento de 6leo essencial no més de junho, visto que este
rendimento no verdo € o dobro que o verificado no inverno (DESCHAMPS et al.,
2008).

2.4.3 Alcaloides

A definicdo mais aceita para alcaldides é a descrita por Pelletier (1983) que diz
que um alcaloide é uma substancia organica ciclica contendo um nitrogénio (N) em
um estado de oxidag¢do negativo e cuja distribuicdo € limitada entre os organismos
vivos. Os alcaloides sdo provenientes de aminoacidos aromaticos (triptofano,
tirosina), os quais sdo derivados do acido chiquimico e de aminoécidos alifaticos
(ornitina, lisina) e possui como representantes: nicotina, cafeina e vincristina séo
alguns exemplos de alcaloides (ALVES, 2001; PERES, 2016). Sdo0 compostos
farmacologicamente ativos e encontrados predominantemente em angiospermas
(SIMOES et al., 2010). Essa classe de compostos é conhecida pela presenca de
substéancias que possuem acentuado efeito no sistema nervoso, sendo muitas delas
largamente utilizadas como venenos ou alucinégenos. (PERES, 2016).

Os alcaloides milonina, warifteina e metilwarifteina apresentaram diminui¢éo
entre os meses de fevereiro e abril, periodo de frutificagdo da espécie Cissampelos
sympodialis (MARINHO, 2011).
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Figura 2- Esquema geral da biossintese do metabolismo secundario em plantas
Fonte: Verma e Shukla, 2015.

Photosynthesis L o——

Primary Carbon metabolism

¥ v \
Erythrose-4-phosphate Phosphoenolpyruvate Pyruvate 3-phosphoglycerate
l * \ 4
Shikimic acid pathway TrSAbaxIn ackl Y Acetyl Co A MEP pathway

&

y

l Aliphatic amino acids l \

@ Malonic acid Mevalonic acid
pathway pathway

Nitrogen containing secondary
metabolites eg. Alkaloids,

glucosinolates, cyanogenic A 4 A 4
glycosides Terpenoid compounds cg.
isoprene, saponins, mono-,
v v di-, lri-lcrpcncs.
(" carotenoids, phytohormones

Phenolic compounds
eg. Flavanoids, coumarins,
lignin, tannins

) 4

3.5 Variagdes anatdmicas e estruturas secretoras

A anatomia é uma é&rea de fundamental importancia para qualquer estudo na
area vegetal, pois a estrutura da planta e seus mecanismos de defesa sdo métodos
gue delimitam a sobrevivéncia da espécie em seu ambiente (ISOBE, 2012).

Fatores como luz, temperatura, agua e condicbes edaficas sao alguns
componentes do meio que influenciam, de maneira decisiva, o desenvolvimento da
vegetacdo. Dentre esses fatores, a luz, especialmente nos planos qualitativo e
guantitativo, age regulando varios processos do desenvolvimento, como a taxa de
fotossintese, biossintese de pigmentos, assimilacdo de nitrogénio e anatomia foliar,
entre outros processos (FERREIRA et al., 1977; SCHLUTER et al.,, 2003).
Adaptacdes de plantas da mesma espécie aos diferentes habitats estdo associadas

a caracteristicas fisiolégicas e morfoldgicas distintas (LARCHER, 2000). A idade e o
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desenvolvimento da planta, bem como dos diferentes 6rgaos vegetais, também séo
de consideravel importancia e podem influenciar ndo s6 a quantidade total de
metabdlitos produzidos, mas também as proporcdes relativas dos componentes da
mistura (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Quando submetidas a qualquer pratica de manejo, as plantas devem receber
atencdo, ao passo que o vegetal esta dinamicamente relacionado ao ambiente em
gue se encontra. Como exemplos dessas interacdes pode-se citar a quantidade de
radiacdo e fotoperiodo os quais causam interferéncia na estrutura anatémica das
folhas, modificando a espessura de parénquima, cuticula, aumento ou diminui¢cao do
namero de estbmatos, espacamento entre células, entre outras caracteristicas
(SILVA et al., 2005; VENTRELLA, 2000).

Fatores ambientais influenciam diretamente a anatomia foliar, sendo que a
condicao hidrica € um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento foliar
(CASTRO et al., 2009) e a anatomia foliar se destaca nas relagbes com a producéo
vegetal (SILVA et al., 2005).

Além dos nutrientes minerais outras caracteristicas como por exemplo, das
condi¢cdes do solo, da &gua, da luz, da temperatura, exercem influéncia sobre as
caracteristicas estruturais do vegetal. Por exemplo, plantas do mediterraneo sdo
submetidas a estresse de seca e calor durante o verdo. Essas condigdes influenciam
no desenvolvimento e produtividade das plantas cultivadas. Muitas plantas dessa
regido, por mutacBes adquiriram mecanismos morfologicos e fisioldgicos que
possibilitaram sua sobrevivéncia. Esses mecanismos compreendem, na folha,
principalmente, a reducdo do tamanho, capacidade de enrolamento, alta densidade
de tricomas, estbmatos profundos, acumulo de mucilagem e outros metabdlitos
secundarios e aumento da compactacdo do mesofilo (BOSABALIDIS & KOFIDIS
2002).

A anatomia vegetal pode indicar caracteristicas que atribuem tolerancia a
diferentes condi¢cbes ambientais para os vegetais, como tolerancia ao déficit hidrico
(BATISTA et al., 2010; GRISI et al., 2008) e caracteristicas da radiacdo, tais como a
qualidade e intensidade da radiacdo que incidem sobre as folhas das plantas
(SANTIAGO et al., 2001) ou mesmo demais estresses (SOUZA et al., 2007; SOUZA
et al., 2010) promovendo modificagcbes na espessura do mesofilo, nos tecidos
vasculares, na espessura da epiderme, na espessura da cuticula, na densidade e

demais caracteristicas estomaticas para a tolerancia a essas condic¢oes.
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Os aspectos histoldgicos, tais como presenca e auséncia de tricomas, tamanho
e forma dos mesmos, ocorréncia e posi¢cdo das células, a organizacao das células
epidérmicas, orientacdo das nervuras, tipos de estbmatos podem ser utilizados na
identificacdo de espécies no geral (SILVA et al., 2005).

Nas plantas, a secre¢cdo compreende os complexos processos de formacao —
podendo incluir a sintese e isolamento de determinadas substancias especificas em
compartimentos do protoplasto da célula secretora e posterior liberacdo para
espacos intercelulares ou para a superficie externa do corpo do vegetal. As
estruturas secretoras podem ser individualizadas, como os idioblastos, ou serem
multicelulares e de diferentes formas como os tricomas, emergéncias, cavidades,
bolsas, ductos e canais (CASTRO; MACHADO 2006).

As secrecdes das plantas sdo sintetizadas ou simplesmente armazenadas e
eliminadas em células especializadas, que ocorrem em isoladas (idioblastos
secretores) ou que constituem estruturas glandulares altamente diferenciadas
(tricomas, emergéncias, bolsas, canais e laticiferos). E extremamente ampla a
diversidade morfolégica de qualquer destas estruturas, ndo existindo geralmente
nenhum tipo de relagdo entre a morfologia e a secrecdo produzida (FAHN 1990;
MATCALFE; CHALK 1983; DICKISON, 2000).

Em funcho (Foeniculum vulgare) foi detectado por Sousa e colaboradores (2005)
gue ductos secretores, o0 teor de 6Oleo essencial e os constituintes quimicosestao

relacionados a fatores sazonais e dependentes dos estadios fenolégico da planta.



31

CAPITULO 1

FENOLQGIA E CARACTERIZAQAO ANATOMICA, HISTOQUH}/IICA E
FITOQUIMICA DO ASSA-PEIXE (Vernonia polyanthes Less.) EM AREA DE
CERRADO, BOTUCATU-SP, BRASIL

Autora: Jordany Aparecida de Oliveira Gomes

RESUMO

Vernonia polyanthes Less. destaca-se como uma das plantas de interesse ao SUS.
Conhecida como assa-peixe ou mata-pato, possui propriedades terapéuticas tais
como anti-hipertensivo e diurético, antiulcerogénica, antifungica, leishmanicida e
antimicrobiano. A compreensdo do ciclo de vida da espécie pode Vviabilizar
informacdes para programas de manejo e conservacao de recursos geneticos, como
melhor periodo para coleta de frutos e sementes para producédo de mudas, época de
maior desenvolvimento vegetativo. Além disso, a importancia de se correlacionar
estas fases fenolégicas com as variaveis climaticas, a morfoestrurura foliar e
fitoquimica. Diante do exposto, o0 estudo teve como objetivo descrever o
comportamento fenolégico de V. polyanthes, em é&rea de Cerrado, procurando
subsidiar o processo de domesticacdo da espécie, por meio do estudo da ocorréncia
e duracdo das fenofases vegetativas e reprodutivas da espécie, bem como verificar
a influéncia das variaveis climéticas do local em cada fenofase, e ainda avaliar a
sincronia dessas fenofases entre os individuos. Além de se conhecer a variacao
fitoquimica e anatdmica da espécie nestas fases. Quarenta individuos foram
avaliados mensalmente no periodo de agosto de 2014 a agosto de 2016, quanto a
intensidade e sincronia das fenofases de brotamento, folhas maduras, senescéncia
foliar, queda foliar floracdo e frutificacdo. Para estudos anatdbmicos e fitoquimicos
foram selecionados dez individuos semelhantes para as analises destes parametros.
A espécie estudada apresentou comportamento fenoldgico ciclico sazonal com
periodicidade anual, sendo que a sincronia entre os individuos avaliados ao longo
dos 24 meses foi elevada. Este um fator é um facilitador do manejo da espécie. A
temperatura média foi o fator abiético que mais influenciou as fenofases. O assa-
peixe apresentou a floracdo no periodo de junho a agosto, enquanto a frutificacéo
alcancou o pico de intensidade no més de outubro. A espécie apresenta crescente

aumento nos teores de compostos fendlicos e 6leo essencial com o
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desenvolvimento das folhas. O perfil do seu 6leo essencial ndo foi alterado com as
fases de desenvolvimento, no entanto, compostos apresentaram diferenca em suas
proporcdes relativas, variando como majoritario o germacreno-D, trans-cariofileno e
espatulenol. As avaliacbes anatémicas mostraram que o desenvolvimento inicial de
tecidos cerca de 75% do que a planta vai apresentar quando a folha j& estiver em

fase de senescéncia.

Palavras-chaves: fenofases, assa-peixe, varia¢des climaticas, sincronia.

SUMMARY

Vernonia polyanthes Less. stands out as one of the plants of interest to the SUS.
Known as assa-peixe or mata-pasto, has therapeutic properties such as
antihypertensive and diuretic, antiulcerogenic properties, antifungal, and antimicrobial
leishmanicida. Understanding the life cycle of the species can enable information to
management programs and conservation of genetic resources, as the best period for
gathering fruits and seeds to seedling production, the time of greatest vegetative
development. In addition, the importance of correlating phenological stages with
climatic variables, the leaf morfoestrurura and phytochemistry. On the above, the
study aimed to describe the behavior of phenological v. polyanthes in Cerrado area,
looking for subsidizing the process of domestication of the species through the study
of the occurrence and duration of reproductive and vegetative phenophases of
species, as well as verify the influence of climatic variables on each fenofase, and
also evaluate the timing of these phenophases between individuals. In addition to
knowing the phytochemical and anatomical variation of the species in these stages.
40 individuals were evaluated monthly in August 2014 period to August 2016, about
the intensity and timing of the budding phenophases, mature leaves, leaf
senescence, leaf fall flowering and fruiting. For anatomical studies and
phytochemicals have been selected ten individuals similar to the analyses of these
parameters. The species studied showed phenological behavior seasonal cyclic
periodicity yearly, and the sync between the individuals assessed over the 24 months
was elevated. This one factor is a facilitator of the management of the species. The

average temperature was the abiotic factor that influenced the fenofases. The assa-



33

fish presented the flowering in the period from June to August, while the fruiting
reached peak intensity in the month of October. The species presents growing
increase in levels of phenolic compounds and essential oil with the development of
the leaves. The essential oil profile has not changed with the phases of development,
however, showed difference in their relative proportions, varying the contend of
germagrene D, trans-caryophyllene and espatulenol. Anatomical assessments
showed that the initial development of tissues around 75% of what the plant will

present when the leaf is already at the stage of senescence.

Keywords: phenophases, assa-peixe, climatic variables, synchrony.
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INTRODUCAO

A familia Asteraceae possui uma abundante e diversificada quantidade de
metabdlitos especializados que tém funcdo de armazenamento ou defesa quimica, o
desenvolvimento destes metabdlitos € fator de imensuravel importancia no sucesso
evolutivo da familia. Quimicamente € conhecida por produzir monoterpenoides,
diterpenoides, triterpenoides, sesquiterpenoides e lactonas sesquiterpénicas,
poliacetilenos, flavondides, acidos fendlicos, benzofuranos, cumarinas e alcaldide de
pirrolizidina que s&o, com poucas excecdes, restritos as tribo Senecioneae e
Eupatorieae (ANDERBERG et al., 2007; CALABRIA et al., 2009).

O género Vernonia (Asteraceae) € composto por mais de 1000 espécies, que
podem ser encontradas nas areas tropicais e subtropicais do continente asiatico,
africano e americano Asia, e destas, aproximadamente 350 est&o localizadas na
América do Sul, ocorrendo com maior frequéncia no sul do Brasil, Argentina,
Paraguai e Bolivia (ROBINSON,1999). Muitas espécies desse género possuem
propriedades medicinais, sendo utilizadas em alguns paises africanos para o
tratamento da malaria, amebiase, infec¢cdes e doencas sexualmente transmissiveis
(HAMILL et al, 2000; TONA et al, 2004).

A espécie V. polyanthes possui diversas propriedades farmacoldgicas. De
acordo com Lorenzi e Matos (2002) a espécie possui alcaloide, glicosideos,
flavonoides e Oleos essenciais em sua composicao fitoquimica. No entanto, €
importante o estudo da fenologia para se desenvolver o regaste, a conservacao que
sdo processos fundamentais para um manejo sustentavel e ferramentas para a
domesticacdo das espécies (RIBEIRO et al.,, 1981; VIEIRA; ALVES, 2003). A
variacdo dos teores dos metabdlitos especializados que séo efeitos da sazonalidade
€ confundida com as alterac6es metabdlicas que possuem controle do processo de
desenvolvimento interno controlado pela planta, o contrario também €& observado.
Por isso esta avaliacdo deve ser realizada em conjunto (GOBBO NETO, LOPES
2007; HARTMANN, 1996)

O desenvolvimento anual dos vegetais de porte herbaceo do Cerrado possui as
fenofases bem definidas, cada fendbmeno ocorre em uma determinada época do ano
(MANTOVANI & MARTIN, 1998). A brotacdo das gemas nos 0rgéos subterraneos se
inicia na primavera, posteriormente o crescimento aéreo rapido e desenvolvimento

floral que segue durante o verdo, até o inicio do outono. O caule entdo cessa o



35

crescimento e as folhas comecam a mostrar 0s primeiros sinais da senescéncia, 0
que acarretara na abscisao das partes aéreas e a dorméncia do vegetal. Por fim, ao
término do inverno inicia-se o brotamento de novas gemas e a quebra da dorméncia
(ASEGA,2007).

O periodo para a coleta do material vegetal e consequente o periodo de seu
desenvolvimento é uma das fases mais importantes, uma vez que tanto a
guantidade quanto a natureza dos compostos ativos pode variar durante diversos
periodos do ano. Ha estudos que descrevem a relacéo de interferéncia direta entre a
sazonalidade e todas as classes de compostos secundarios: desde Oleos essenciais,
lactonas, alcaloides, taninos, entre outros (SCHWOB, 2004; PITAREVIC, 1984;
ZIDORN e STUPPER,2001; SCHMIDT et al, 1998; ELGORASHI et al, 2002; ROCA-
PEREZ et al, 2004). Todas as praticas de manejo, devem ser realizadas
cuidadosamente sempre estando de acordo com as questdes adaptativas de cada
espécie, pois o vegetal e 0 ambiente em que esta inserido, encontram-se altamente
relacionados. Estudos realizados por Ventrella (2000), Silva e colaboradores (2005),
relataram que a quantidade de radiacdo e fotoperiodo alteram a anatomia das
folhas, levando a parénquima e cuticulas espessos, reducdo das células
estomaticas, entre outras alteracdes.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo acompanhar e descrever a
fenologia de Vernonia polyanthes, com o intuito de obter informagdes importantes
para a domesticacdo da espécie e também analisar a influéncia da sazonalidade nas

fenofases, além de determinar se ocorre sincronia nesses eventos fenologicos.
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MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

O presente estudo foi realizado na Fazenda Experimental Lageado, da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas UNESP, Campus de Botucatu. (A &rea situa-
se na Fazenda Experimental Lageado, da UNESP, Campus de Botucatu, que dista
cerca de 3 km da sede do Municipio de Botucatu - SP. As coordenadas geograficas
da sede municipal sdo de 22°52'20" Latitude S e 48°26'37" longitude W Gr, enquanto
as do municipio de Botucatu sdo de 22°30' a 23°05' de latitude S e 48°52' W Gr). Na
classificacdo de Koppen (1948), o clima da regido é o Cfa (clima temperado quente
(mesotérmico) umido, com temperatura média do més mais quente superior a 22°C).
O territério de Botucatu esta sob o dominio predominante do Cerrado, pressionado
pela Floresta Estacionaria Semidecidual.

Entretanto, essas areas de contato entre as vegetacdes (Cerrado e Floresta
Estacionai Semidecidual) também formam linhas ou areas de tensdo ecoldgica
importantes, caracterizadas, no caso de Botucatu, pelo relevo de Cuesta, que
influencia na disposicao e selecdo das espécies da flora existente no local (altitude,
inclinacéo do terreno, solo, entre outros) (CUNHA, 2009).

O unico curso d'agua significativo que corta a area de estudo € o Rio Lava-pés,
tributario da Bacia do Tiete. Esse curso d'agua, antes de percorrer a Fazenda
Experimenta | Lageado atravessa a parte urbana da cidade de Botucatu. Os solos
dessa unidade de mapeamento sédo argilosos, de coloragdo vermelha escura, com
relevo predominantemente ondulado; em certos locais restritos a topografia e mais
suave, porém, proximo as areas de solos rasos (Latossolos), o relevo se torna mais
acentuado, com uma rede de drenagem mais densa, vertentes mais inclinadas e
menos extensas (SOUSA; CAVALHEIRO, 1988).

Observacdes fenologicas

Foi adotado o método de amostragem em trilhas, descrito por d’Eca Neves &
Morellato (2004). Selecionou-se, ao acaso, 40 individuos de Vernonia polyanthes
Less., adultos e em condic¢Bes fitossanitarias aparentemente satisfatérias (auséncia

de doencas e parasitas). As observacdes e coletas dos dados fenoldgicos foram
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realizadas mensalmente, de agosto de 2014 a agosto de 2016, totalizando 24 meses
de observacdes. Toda a populagéo foi considerada adulta, uma vez que todos o0s
individuos floresceram e/ou frutificaram durante o periodo de estudo.

Foram registradas a presenca ou auséncia e intensidade das seguintes
fenofases: (1) Brotamento: tendo inicio a partir do aparecimento de brotos foliares
até a expansao total das folhas novas; (2) Folhas maduras: folnas completamente
expandidas, com coloracdo verde escura; (3) Senescéncia foliar: notada pelo
amarelecimento progressivo das folhas; (4) Floracdo: aparecimento dos botbes
florais até antese das ultimas flores; (5) Frutificacdo: notada pelo fim da antese e
posterior confirmacdo da existéncia de sementes; (6) Queda foliar: sempre que se
notavam espacos vazios nos ramos ou quando eram observadas folhas caidas no
solo logo abaixo do individuo.

No nivel individual, este método de andlise tem carater qualitativo. No nivel
populacional, entretanto, assume carater quantitativo, indicando a porcentagem de
individuos da populacdo que estdo manifestando determinado evento fenoldgico.
Este método também foi utilizado para estimar a sincronia entre os individuos de
uma populagdo, considerando-se que quanto maior 0 numero de unidades
manifestando a fenofases ao mesmo tempo, maior é a sincronia desta populacéo.

Adotou-se a metodologia proposta por Fournier (1974) para quantificar as
fenofases, a qual as avalia individualmente, utilizando uma escala intervalar semi-
guantitativa de cinco categorias (0 a 4) e intervalo de 25% entre cada categoria,
sendo 0 = auséncia da fenofase; 1 = presenca da fenofase com magnitude entre 1 e
25%; 2 = presenca da fenofase entre 26 e 50%; 3 = presenca da fenofase entre 51 e
75% e 4 = presenca da fenofase entre 76 e 100%. Considerando a intensidade de
cada fenofase, foi calculada a porcentagem de Fournier, segundo Fournier (1974).

Percentual de intensidade de Fournier - Neste método, os valores obtidos em
campo atraves de uma escala intervalar semi-quantitativa de cinco categorias (0 a 4)
permitem calcular a porcentagem de intensidade da fenofases. Em cada més, faz-se
soma dos valores de intensidade obtidos para todos os individuos da espécie e
divide-se pelo valor maximo possivel (niumero de individuos multiplicado por quatro).
O valor obtido, que corresponde a proporcao, entdo € multiplicado por 100, para
transforma-lo em um valor percentual (FOURNIER, 1974).

Para verificar a sincronia da populacédo em relagdo as fenofases avaliadas, foi

adotado o método descrito em Bencke; Morellato (2002), que consideraram a
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seguinte proporcao de individuos manifestando determinado evento fenolégico: <
20% assincronico; 20-60% pouco sincrénico; > 60% sincronico. Esse célculo foi
estimado no periodo de maxima atividade de cada fenofase.

Os dados meteorologicos foram fornecidos pelo Departamento de Solos e
Recursos Ambientais e obtidos na Estacdo Meteoroldgica do Departamento de
Solos e Recursos Ambientais, localizada no mesmo local da area de estudo. A
normalidade da distribuicdo dos dados foi testada. Uma vez que os dados nao
apresentaram distribuicdo normal, foi utilizada a analise de correlacdo de Pearson (r)
para verificar a relacdo entre as variaveis climaticas (precipitacdo total mensal,

temperaturas média, umidade relativa média mensal) e a intensidade das fenofases.

Coleta do material vegetal para analises fitoquimicas

Foram selecionados individuos de area nativa, localizada do pomar didatico do
Departamento de Horticultura, que possuiam caracteristicas fitotécnicas (altura e
diametro) uniformes. Para esta selecao foi utilizado a estatistica descritiva, medidas
de disperséo tais como, coeficiente de variacdo, desvio padrdo e médias para o
agrupamento destas plantas. Estas medidas de dispersdo para a populacdo
estudada de V. polyanthes em relagcédo a altura e diametro a altura do peito (DAP),
foram respectivamente: o= 0,21; CV= 3,94%; X= 5,4 e o= 2,79; CV= 9,55%; X=
29,1.

Foram coletadas amostras em quatro fases fenolégicas (Outubro- Folhas novas;
Janeiro- Completamente expandidas; Maio- Folhas maduras; Julho- Folhas
senescentes). O material vegetal foi seco em estufa de circulacao de ar forcada a 45
°C para quantificacdo do teor de 0Oleo essencial e para quantificacdo o teor de
compostos fendlicos as amostras secas foram moidos em moinho de faca. Dados
climaticos do periodo de estudo sé&o apresentados na Tabela 1.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado (DIC), com
guatro tratamentos representados pelos periodos sazonais: (Outubro- Folhas novas;
Janeiro- Completamente expandidas; Maio- Folhas maduras; Julho- Folhas
senescentes) e cinco repeticdes. Foi realizada a amostragem composta das plantas

selecionadas, com posterior divisdo em repeti¢coes.
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Tabela 1. Dados meteoroldgicos da Fazenda Experimental Lageado no periodo experimental.

Datas das Coletas  Temp. Média (°C) Umidade Relativa Precipitacdo (mm)
(%)
18/10/2014 25,3 58 0
20/01/2015 27,7 88,9 4,8
18/05/2015 17,7 80 0
28/06/2015 15,8 70 0

Fonte: Estacdo Meteorolégica do Lageado

Teor de 6leo Essencial

O dleo essencial das folhas foi extraido pelo processo de hidrodestilacdo em
aparato do tipo de Clevenger. Foram utilizados 40 gramas de biomassa seca das
folnhas em 1,5L de &gua destilada em baldo de 2L, por 120 minutos. O teor foi
determinado com base em 100 gramas de biomassa seca de folhas.

Andlise da composicao quimica do 6leo essencial

A andlise da composicdo quimica do Oleo essencial de foi realizadas no
Laboratério de Produtos Naturais, do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agronémico de Campinas, Campinas-SP.
A analise quantitativa da composicdo quimica foi realizada por meio de
cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC, Shimadzu, GC-
2010/A0C-20i), dotado de coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm X
0,25 um), hélio como gas de arraste, vazdo de 1,0 mL min™, injetor a 240°C,
detector a 230°C, split 1/20 e o seguinte programa de temperatura: 60°C - 120°C,
8°C/min.; 120°C - 200°C, 3°C/min.; 200°C - 240°C, 8°C/min.; split: 1/20; fluxo: 1,0
ml/min.. A andlise qualitativa da composicdo quimica dos Oleos essenciais foi
conduzida em cromatégrafo a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-EM,
Shimadzu, QP-5000), operando a 70 eV, dotado de coluna capilar de silica fundida
OV-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), hélio como gas de arraste (1,0 mL min-1), split:

1/20, injetor a 240°C, detector a 230°C e o0 seguinte programa de temperatura: 60°C-
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230°C, 3°C min™. A identificacdo dos constituintes quimicos foi efetuada por meio da
analise comparativa dos espectros de massas das substancias com o banco de
dados do sistema CG-EM (Nist 62.lib), literatura e indice de retencdo das
substancias com os obtidos por meio da injecdo de uma serie homdloga de n-
alcanos no programa de temperatura anteriormente descrito , aplicando-se a
equacao de Van den Dool e Kratz (VAN DEN DOOL E KRATZ, 1963; ADAMS,
2007).

Teor de Compostos Fendlicos Totais

O conteudo total de compostos fendlicos do extrato etanolico da polpa foi
determinado pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA, 1999). O reagente de Folin-Ciocalteau € uma solucéo
complexa de ions poliméricos formados a partir de heteropoliacidos fosfomolibdicos
e fosfotungsticos. Esse reagente oxida os fenolatos, reduzindo os &cidos a um
complexo azul Mo-W. A leitura foi feita em espectrofotbmetro a 760nm.

Para tanto, pesou-se aproximadamente 0,2 g de folhas secas e moidas de assa-
peixe, adicionado com 10 mL de etanol a 80% durante dois minutos e, em seguida,
foi levada para o banho ultrassénico por quinze minutos e realizada a centrifugacao
a 3500 rpm por trinta minutos. Para a realizacdo da analise, uma aliquota de 0,5 mL
do sobrenadante foi transferida para um tubo e adicionado 2,5mL do reagente Foli
Ciocalteau, diluido em &gua 1:10. A mistura permaneceu em repouso por 5 minutos.
Em seguida foi adicionado 2 mL de carbonato de s6dio 4% e os tubos deixados em
repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro UV-mini 1240 (Shimadzu-Co) a 760nm. Uma amostra em branco
foi conduzida nas mesmas condi¢des e os resultados dos compostos fendlicos totais
foram expressos em equivalente de acido galico, com base em uma curva de

calibracdo de &cido galico.

Analises Anatomia foliar e Histoquimica

Para a analise morfoestrutural foram coletadas folhas em quatro fases
fenolégicas (Outubro- Folhas novas; Janeiro- Completamente expandidas; Maio-
Folhas maduras; Julho- Folhas senescentes). As amostras foram fixadas em FAA 50
(formaldeido + acido acético glacial + élcool etilico 50%) (JOHANSEN, 1940),
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levadas ao Departamento de Botéanica, Instituto de Biociéncias de Botucatu da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, localizada na cidade de
Botucatu-SP, e posteriormente porces da regido mediana foliar foram desidratadas
em séries etanolica até 100% de concentracdo, seccionadas em fragmentos
menores e infiltradas em resina plastica (Leica Historesin) para obtencéo de blocos.
Estes blocos foram seccionados (10 ym de espessura) em micrétomo rotativo e as
secgOes coradas em azul de toluidina 0,05%, pH 4,7 (O'BRIEN et al., 1964).
Laminas permanentes foram montadas com Entellan ©. As andlises e a
documentacdo dos resultados foram realizadas em fotomicroscopio Leica. Para
caracterizacdo de cada tratamento, em cada repeticdo as variaveis foram medidas
em trés pontos distintos do corte. As variaveis analisadas foram: espessura da
epiderme das faces adaxial (EPAD) e abaxial (EBAD), dos paréngquimas palicadico
(PP), esponjoso (PE), limbo (LB), area do floema (AF), area do xilema (AX), area
total do feixe vascular (AT), nimero de feixes vasculares.

Para o estudo histoquimico, amostras do material vegetal foram levadas para o
Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Botanica no Instituto de
Biociéncias de Botucatu-UNESP. Para identificar e localizar as principais classes
quimicas de metabdlitos secundarios presentes nas folhas foi utilizado o material
fresco seccionado a méo livre. Utilizaram-se os seguintes reagentes: Reagente de
Nadi para 6leos essenciais (DAVID; CARDE, 1964), solucdo de cloreto férrico 10%
para compostos fendlicos (JOHANSEN, 1940), reagente de Dittmar para
identificacdo de alcaloides (FURR; MAHLBERG, 1981). Foram analisadas cinco
folhas em cada um dos quatro periodos de coleta, mesmos descritos para analise

morfoestrutural.
Analise Estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as médias

comparadas pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade através do programa
computacional SISVAR (FERREIRA, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie estudada apresentou comportamento fenoldgico ciclico sazonal com
periodicidade anual, sendo que a sincronia entre os individuos avaliados ao longo

dos 24 meses acompanhados, em geral, foi elevada (tabela 2).

Tabela 2. Grau de sincronia por fenofases, em porcentagem de individuos, estimado no periodo de

maxima atividade das espécies, Botucatu- SP, 2014/2015.

Brotamento  Folhas  Senescéncia Floragdo Frutificacdo  Queda

maduras foliar Foliar

V. polyanthes 90 100 80 100 95 80

A diminuicdo da precipitacdo, da umidade e da temperatura foi paralela ao
aumento gradual na queda foliar da populacdo avaliada, evidenciando, portanto,
existe relagdo com o aumento da evapotranspiracdo. Esse aumento da
evapotranspiracdo esta associado a maior retirada de nutrientes do solo, sendo que
ao final dessa estacao a absorcao de nutrientes é dificultada pela baixa umidade do
ar e a diminuicdo da disponibilidade de agua no solo, ocasionando assim, a perda
das folhas da maioria das espécies do cerrado (MORELLATO, 1992). E provéavel
gue durante a estacdo seca ocorra um desvio de recursos da fase vegetativa para a
fase reprodutiva, uma vez que estas espécies deciduas investem na producdo de
flores e na formacgéo dos frutos durante o periodo de intensa senescéncia foliar
(FOSTER, 1990) (figura 3).
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Figura 3- Fenofases de V. polyanthes. A-brotagao, B- folhas maduras, C-folhas senescentes, D-
floragéo, E- frutificacao.
Fonte: a autora.

A V. polyanthes emitem seus primeiros brotos a partir da primeira quinzena de
agosto. As espécies caducifélias apresentam brotamento imediatamente apds as
primeiras chuvas que pequena quantidade de &gua disponivel ja seria suficiente
para quebrar a dorméncia de gemas e induzir o brotamento (BORCHERT et al,
2002). Em relagéo as folhas maduras, a intensidade maxima foi atingida no més de
fevereiro, exatamente um més apds a maxima precipitacdo registrada, contrapondo
com a queda foliar, que apresentou a maior intensidade no més de junho. Estas
fenofases apresentam comportamento antagonico, pois as folhas maduras
correlacionam positivamente com as variaveis climética, enquanto a queda foliar e a
senescéncia tem correcdo negativa (Figura 4). A reducgéo da pluviosidade como fator
desencadeador da queda foliar em ambiente de cerrado (SANTOS et al., 2009).
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A floragdo foi anual, com duracdo de dois meses e se correlacionou
negativamente (Tabela 3) com todas as varidveis climéaticas analisadas,
principalmente com a temperatura (figura 5). No entanto, o pico de floracdo ocorre
no més de julho, no periodo mais seco do ano. Esse comportamento provavelmente
esta associado a maior protecdo aos 6rgaos reprodutivos e aumento da eficiéncia
dos polinizadores, uma vez que, chuvas intensas podem danificar as pecas florais e
dificultar a acdo dos polinizadores, afetando a producdo de sementes pelas plantas
(JACKSON, 1978; PEDRONI et al., 2002). Em geral, a floracdo na seca ocorre apds
a absciséo das folhas e quebra de dorméncia dos meristemas apicais da parte aérea
das plantas, coincidindo com a retomada do crescimento. Essas sequéncias de
eventos fenolégicos durante a seca € um padrdo tipico de espécies arboreas
deciduas de savanas e cerrados (Opler et al. 1980, Miranda 1995) ficando evidente
gue a floracdo ou a antese seja induzida por reidratacdo devido a reducdo da
transpiracdo (BORCHET 1994).

Tabela 3. Correlacdes de Pearson entre as fenofases avaliadas de Vernonia polyanthes Less. e 0s
fatores climaticos (temperatura, umidade e pluviosidade média), no Fazenda Lageado- FCA/UNESP,
Botucatu. 2014-2015.

Brotamento Folhas Senescéncia  Floracao Frutificacdo Queda

Maduras Foliar Foliar

T°C Média 0,11 0,72 -0,81 -0,81 0,12 -0,62
Pluviosidade -0,29 0,61 -0,34 -0,56 -0,28 -0,52

(mm)
Umidade (%) -0,38 0,55 0,04 -0,49 -0,32 -0,52




Figura 4- Queda foliar e floracdo em relacédo a temperatura (°C) e precipitacdo (mm).
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Figura 5- Senescéncia e folhas maduras em relacdo a temperatura (°C) e a precipitagdo (mm).
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1993). Em vegetacdo de Cerrado as plantas lenhosas, dispersam suas sementes
durante a estacdo seca parecem germinar prontamente, enquanto especies com
dorméncia tém sido disseminadas predominantemente na estacdo chuvosa
(OLIVEIRA, 2008).

No estudo anatémico foi observado que a epiderme foliar de V. polyanthes, em
secgdo transversal, é unisseriada, em ambas as faces e revestida por uma cuticula
delgada. A folha apresenta estbmatos na face abaxial, situados no mesmo nivel das
demais células da epiderme. O mesofilo € do tipo dorsiventral, constituido por uma
camada de parénquima palicadico com células altas e estreitas. Possui trés a cinco
camadas de parénquima esponjoso, delimitando espacos intercelulares de
dimensdes variadas. Apresenta tricomas dos tipos tectores e glandulares em ambas
as faces da epiderme, com mais frequéncia na face abaxial. Na seccao transversal,
foi observada a presenca de cristais na nervura principal e grande quantidade de
cavidades secretoras (Figura 6).

A diferenciacdo dos tricomas ocorre ainda quando as células ainda estdo em
processo de divisdo e antes da diferenciacdo dos demais sistemas de tecidos, o que
explica mais em folhas jovens. A epiderme € um tecido multifuncional, com
importante papel nas relacdes hidricas, defesa e atracdo de polinizadores. Tais
funcbes sdo desempenhadas por diferentes células especializadas que atuam
simultaneamente e que se diferenciam cedo na protoderme, em padrdes e
frequéncias significativas do ponto de vista adaptativo (GLOVER 2000; FAHN,
1990).

Na andlise morfoestrutural, constatou-se que a espessura do parénquima
palicadico de uma folha jovem ja possui cerca de 75% da espessura de quando a
mesma se encontrar em fase de senescéncia. A espessura do parénquima
palicadico apresentou aumento aproximado de 25% nos fases fenoldgicas de folha
madura e senescente (Tabela 4). O formato destas células facilita a penetracdo da
luz direta para o interior do mesofilo e ao ajustar a espessura, propicia maior
eficiéncia na distribuicdo da luz no interior da folha (VOGELMANN, NISHIO; SMITH
1996). Revelando ser o tecido que mais apresenta plasticidade em resposta aos
fatores abidticos (JUSTO et al., 2005). A espécie Lessingianthus buddleiifolius (Mart.
ex DC.) H. Rob. e Chrysolaena simplex, ambas pertencentes a familia Asteraceae
apresentaram comportamento semelhante ao da V. polyanthes, menores

espessuras de parénquima palicadico em folhas mais novas (SANTOS, 2013).
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O numero de feixes vasculares variou de trés a seis feixes vasculares, sendo
que nas fases de folhas maduras e senescentes aparecem em maior nimero que
nas folhas jovens e em expandidas. A area dos feixes vasculares teve o mesmo
comportamento citado acima. Este fato pode ser explicado pela fenologia da

espécie, pois nestes periodos as folhas se encontram adultas e totalmente
expandidas.

Tabela 4. Valores médios de espessura de parénquima palicadico (um), area do feixe vascular (pmz)
e numero de feixes vasculares de folhas de Vernonia polyanthes Less. em diferentes estagios
fenoldgicos . UNESP/FCA, Botucatu 2015.

Estagios fenologicos Médias
Parénquima Area do feixe Numero de
Palicadico vascular feixes
vasculares
Folhas novas 53,2 23564,9 3,6
Folhas expandidas 60,9 23033,9 3,2
Folhas maduras 70,6 31324,8 52

Folhas senescentes 71,7 29436,1 4.8




49

Figura 6. Seccao transversal da folha de V. polyanthes Less. A- Nervura principal; B- Lamina
foliar, organizacdo do mesofilo e tricoma tector na epiderme adaxial; C- Detalhe da cavidade
secretora; D-Presenca de estdmatos na face abaxial; E- Detalhe do feixe condutor central e
presenca de cristais.
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Oleos essenciais da espécie V. polyanthes foram histoquimicamente detectados
nas células epidérmicas e no lume de cavidades secretoras, em tricomas
glandulares e tectores localizados em ambas as faces do limbo foliar e em células
parenquimaticas comuns do mesofilo, nas quatro épocas de coleta. Plantas deste
género sdo ricas em glandulas oleiferas e muitos dos seus Oleos essenciais
apresentam  atividades biologicas, como antimicrobiana e inseticida,
antiespasmodica, anticancer e outras (JING LIU et al., 2009; SIMOES et al., 2001).

Verificou-se a presenca de compostos fendlicos no verdo e outono em todas as
estruturas secretoras analisadas, exceto nas células do parénquima no periodo do
verdo. Em contrapartida, na primavera e inverno ndo ocorreu a producdo deste
metabdlito secundario nas cavidades secretoras e nas células do parénquima.
Dentre o0os compostos fendlicos, estdo os flavonoides, marcadores
quimiotaxonomicos para a familia Asteraceae, que ja foram observados nesta
espécie. Possuem como atividades biolégicas capacidade de diminuir a
permeabilidade dos capilares e reforcar a resisténcia (SOUSA et al., 2008).

N&o foi observada a presenca dos alcaloides nas células do paréngquima na
primavera, outono e inverno, sendo verificada a produgdo e armazenamento nas
demais estruturas. No verao os alcaloides nao fora identificados pela histoquimica,
nas cavidades secretoras e células parenquiméticas. Podem ser encontrados na
familia Asteraceae os alcaldides pirrolizidinicos, trépanicos, piridinicos, quinolinicos
e mistos (HENRIQUE et al., 2001). A acdo dos alcaloides é vasta para a fitoterapia,
como antitumoral, anti-hipertensivo, amebicida, no entanto algumas classes deste
composto apresenta alta toxidade (FRACARO et al. 2004) (Tabela 5). Diante deste
fato a importancia de se fazer estudos futuros quanto sua classificacdo destes

alcaloides.
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Tabela 5. Histoquimica em folhas de Vernonia polyanthes Less. em periodos fenolégicos, Botucatu-
SP, 2015.

Substancia

Epoca de Coleta

Folhas Jovens Folhas Expandidas Folhas Maduras

Folhas Senescentes

(Primavera) (Verao) (Outono) (Inverno)
CE €Cs TG Tr CP|CE CS TG TT CP |CE CS TG TT CP|CE CS TG TT CP
Oleos + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Essenciais
Compostos + + + + + + + + + + + + + - + +
fenolicos
Alcaloides + + + + + + + + + + + + + + +

CE- Células Epidérmicas; CS- Cavidades Secretoras; TG-Tricomas glandulares; TT-

Tricomas Tectores; CP- Células do Parénquima; + positivo; - negativo.

Devido a diversidade de estruturas secretoras da espécie ndo foi realizada a
andlise de densidade de tricomas, uma vez que, este resultado ndo seria eficiente
para uma possivel correlagdo com o teor de 6leos essenciais. A diversidade e a
localizacdo de estruturas secretoras e metabdlitos secundarios podem auxiliar na
identificacdo de espécies, sendo utilizados como parametro no controle de qualidade
farmacéutica (VON POSER; MENTZ, 2001). As estruturas secretoras, comuns em
muitos representantes da familia Asteraceae, tém recebido atencdo especial pela
sua importancia e diversidade. A V. polyanthes produz e acumula os trés grandes
grupos de metabdlitos secundarios em todos os periodos sazonais estudados
(Figura 7).

Tricomas glandulares sédo expansdes epidérmicas, uni ou multicelulares,
originadas a partir da protoderme (FAHN 1979; WERKER 2000; EVERT 2006).
Estudos indicam que a secregcdo produzida pelos tricomas glandulares pode
apresentar composicdo quimica bastante variavel podendo ser completamente
hidrofilica, completamente hidrofébica, ou ainda de natureza mista (EVERT 2006;
WERKER 2000). A extremidade desses tricomas é formada por uma cabeca uni ou
multicelular, que pode apresentar grande variedade de formas e tamanhos. A
cabeca une-se a epiderme por meio de uma haste ou pedunculo uni ou multicelular.
O pedunculo varia no comprimento, e muitas vezes Sao pequenas que parece um
disco. Muitos tricomas glandulares as paredes anticlinais das células do peddnculo

cutinizados ou suberizadas. A secrecdo pode ser armazenada entre a parede e a
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cuticula e eliminada pelos poros cuticulares ou pelo rompimento cuticular (CASTRO;
MACHADO, 2003).

Comumente, os sitios de secrecdo de compostos fendlicos e alcaloides séo os
idioblastos e células epiteliais que delimitam cavidades ou ductos que secretam
material complexo de natureza mista. A presenca de compostos fendlicos em érgaos
totalmente diferenciados é relacionada com os mecanismos de interacdo entre
plantas e animais, agindo como dissuasivo alimentar e reduzindo a herbivoria. Nos
casos em que as plantas estdo com estresse hidrico, os compostos fendlicos
acumulados nos vacuolos garantem a manutencdo da estrutura celular e da
integridade dos tecidos (CASTRO; MACHADO, 2003).

Figura 7. Caracterizagdo histoquimica das principais classes de metabolitos secundérios
presentes no secretado em diferentes sitios de producdo em folhas de Vernonia polyanthes
Less. A e B- Compostos fendlicos (tricoma glandular, epiderme e tricoma tector); C- Alcaloides
(cavidade secretora); D, E e F- Oleo essencial (cavidade secretora, tricoma glandular e célula
do parénquima).
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Os teores de Oleo essencial e de compostos fendlicos sofreram influéncia
significativa (P>0,001) nas diferentes fases fenoldgicas. Observou-se que nas fases
de folhas maduras e folhas senescentes, periodos secos e com temperaturas mais
amenas, apresentaram maiores concentracfes destes metabdlitos. Isso pode ser
explicado, pois as condi¢des climaticas podem influenciar as atividades enzimaticas
em certas espeécies de plantas, consequentemente interferir na biossintese de certos
metabdlitos secundarios (BARROS et al., 2009; GOBBO-NETO, 2007). A enzima
fenilalanina amonialiase (PAL) é responsavel pela producdo dos metabolitos da via
chiquimato. Esta enzima se apresenta como o0 ponto intermediario entre o
metabolismo primario e secundério (para a rota metabdlica dos fenilpropandides) é
codificada por fatores multigénicos que controlam caracteres quantitativos, ou seja, a
regulacédo da expressdo génica sofre interferéncia dos fatores ambientais que resulta
em um determinado fenétipo (ZIAEI et al., 2012; PIRES et al., 2011).

A agua é uma molécula fundamental nas atividades fisiolégicas do vegetal,
tem funcéo de transporte de metabdlitos e nutrientes para os diferentes 6rgdos da
planta. Quando essa se torna limitante, provoca o estresse hidrico e estresse salino
(VERMA; SUKLA, 2015). A baixa umidade relativa do ar e a deficiéncia hidrica do
solo provocam reducdo do potencial hidrico da planta e sua turgescéncia
(TIPPMANNET AL., 2006; LISAR ET AL., 2012), fechamento estomatico, danos a
membranas e reducado da atividade fotossintética (AZHAR et al., 2011). Tais fatores
causam declinio das atividades fisioldégicas normais, colocando a planta em situacao
de estresse (VALENTOVIC et al., 2006).

O teor de 6leo essencial produzido pela Vernonia polyanthes na fase de folhas
senescentes (julho) foi aproximadamente 52% maior que na fase de folha expandida
(Janeiro). Estes teores ndo apresentaram diferencas estatisticas nos periodos da
primavera, verdo e outono. Em algumas espécies os teores de compostos fendlicos
variam em relacdo a sazonalidade e fases fenoldgicas e em outras permanecem
praticamente constantes. No presente estudo foi observado que os teores de
compostos fenodlicos aumentaram nas folhas maduras e senescentes, teores
relativos a fase folhas senescentes se mostraram cerca duas vezes maiores quando
comparadas a folhas jovens. A fase de folhas maduras ndo se diferiu
estatisticamente dos demais periodos, ao passo que o teor de compostos fendlicos
nas folhas senescentes apresentou diferencas de folhas jovens e expandidas (tabela
6).
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A reducéo do 6leo tem relacdo direta com o mecanismo natural chamado fonte-
dreno que degrada metabolitos secundarios e direciona seus compostos para a
manutencdo dos metabolitos primarios (TAIZ; ZEIGER, 2013). Através de pesquisas
pode-se comparar o0 mesmo efeito em algumas plantas com propriedades
medicinais, por exemplo; na Hyptis marrubioides que no verao foi registrado teor de
oleo de 0,42% que também coincide com o periodo de florada desta espécie
(BOTREL et al., 2010); assim como, da Mentha piperita L. que no veréo teve 1,43%
de 6leo também coincide com a floracdo da horteld pimenta (CERVEZAN et al.,
2011). Sendo assim, a época de floragdo é de grande importancia para garantir um
maior teor de Oleo essencial, ndo sendo diferente para Vernonia polyanthes Less.
Em Porophyllum ruderale e em Salvia officinalis, a melhor época de coleta de folhas
para maior rendimento de 6leo essencial foi prefloragdo, mesma fase encontrada
neste trabalho, quando as folhas estdo senescentes (FONSECA et al, 2007,
ARRAIZA et al., 2012).

Os compostos fendlicos possuem funcgéo protetora para as plantas em situacoes
de estresse, desempenham papel de filtro de raios solares quando sdo acumulados
na epiderme (BERTOLLUCI et al, 2013; GOBBO; NETO, 2007), o que protege 0s
tecidos internos. Plantas de guaco, espécie pertencente a mesma familia botanica
da V. polyanthes também apresentou aumento nos teores de compostos fendlicos
guando submetidos a baixas temperaturas (ALMEIDA et al., 2016). Também foi
observado que no periodo seco ha maior producdo de flavonoides em Cecropia
glaziovi (LUENGAS-CAICEDO et al., 2007).
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Tabela 6. Valores médios do teor de 6leo essencial (%) e compostos fendlicos (mg de ac. Galico por
100 g massa seca) de folhas de Vernonia polyanthes Less. em diferentes periodos sazonais (folhas

jovens, folhas expandidas, folhas maduras e folhas senescentes). UNESP/FCA, Botucatu 2015.

Tratamentos Médias

Teor de Oleo Essencial (%) Compostos Fendlicos (mg
de &c. Galico por 100 g
massa seca)

Folhas jovens (Primavera) 0,146 b 1017,486 b
Folhas expandidas (Veréo) 0,120 b 1347.729 b
Folhas maduras (Outono) 0,168 b 1428,501 ab
Folhas senescentes (Inverno) 0,280 a 1911,066 a

- As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Nas fases de desenvolvimento das folhas constatou-se que ndo houve
diferencas significativas para os seguintes componentes do 6leo essencial: a-pineno,
B- pineno e g-muroleno. Em folhas jovens e expandidas, o componente majoritario
encontrado foi o Germacreno-D, enquanto que para folhas maduras foi identificado
em menor quantidade. Para essa mesma fase o [B- copaeno e di-cadieno
apresentaram-se ausentes e o majoritario foi o espatulenol. Em folhas senescentes
o Trans-cariofileno apresentou-se como componente predominante. Para as fases
fenologias, folhas jovens expandidas e senescentes foram identificadas cerca de
85% de constituintes. Para folhas maduras essa porcentagem atingiu a marca de
68% (tabela 7).

O decréscimo no teor de 6leo essencial em plantas aromaticas, em rela- ¢éo a
idade da planta, também foi descrito para Lippia sidoides (FIGUEIREDO et al., 2009)
e Cymbopogon citratus (LEAL et al., 2003). A medida que a planta envelhece ocorre
uma reducdo proporcional dos seus processos biossintéticos e a sintese de
metabolitos secundarios pode ser atenuada (MATOS & INNECCO, 2002). O maior
teor de 6leo essencial pode estar relacionado com a idade da planta, aliado as
condi¢cdes ambientais de aumento gradual da temperatura média e de redugdo da
precipitacdo, ja que a producdo e o acumulo dos Oleos essenciais nos vegetais
podem ser influenciados pela temperatura do ar e pela disponibilidade de agua

(LIMA et al.,, 2003). Estudos anteriores comprovaram aumento do teor de Oleo
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essencial e dos seus constituintes majoritarios em Ocimum basilicum e Ocimum
americanum submetidas a estresse hidrico (KHALID, 2006).

Em trabalho realizado por Murakami (2009) foi observado que os 6leos volateis
das folhas apresentaram reducdo dos compostos na fase de floracéo, resultado que
se assemelha ao encontrado nesse estudo,onde as folhas senescentes (fase que
precede o inicio da floracdo) de assa-peixe apresentaram maior teor de Oleo
essencial.

Em estudo realizado por Bulow & Konig (2000), € proposto que o germacreno D
pode ser convertido em cadinenos, muurolenos e elemenos, a medida que o
biciclogermacreno pode converte-se em, alloaromadendreno,e este por sua vez
pode oxidar e originar espatulenol, globulol, epiglobulol e cadindis. Essa
transformacdo pode ser observada neste estudo na fase de transicdo de folha
madura para senescente, onde com diminuicdo o germacreno D ocorre um aumento
na porcentagem relativa de p- elemeno e di-cadieno. Nessa mesma fase, o
comportamento do biciclogermacremo também segue esse padrdo, sua diminui¢ao
culmina com o aumento do alloaromadendreno, e este por sua vez diminui na fase
de transicdo de folhas jovens para expandidas, onde ocorre 0 aumento do

espatulenol, componente ausente na fase de folha jovem.
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Tabela 7. Substancias identificadas e médias de suas proporcdes relativas (%) em amostras de 6éleo

essencial de Vernonia polyanthes Less. sob diferentes fases fenolégicas. Botucatu/SP, 2015.

Substancias Folhas Folhas Folhas Folhas IRc IRI

Jovens Expandidas Maduras Senescentes

(Primavera) (Verédo) (Outono) (Inverno)
a-pineno™ 0,74 1,29 1,48 0,51 929 929
B- pineno™ 3,86 1,75 3,63 1,31 934 939
a- copaeno 7,45ab 7,01ab 7,69a 5,68b 1377 1376
B- elemeno 7,27b 7,26b 2,88b 9,04a 1388 1390
trans-cariofileno 18,18b 16,23b 3,45¢c 25,51a 1420 1419
[-copaeno 0,99a 0,94a Oc 0,56b 1429 1432
a-humuleno 15,07a 7,01b 5,46b 13,75a 1454 1454
allo- 2,8a 1,67ab 2,74a 1,22b 1461 1460
aromadendreno

g-muroleno™ 0,48 0,30 0,27 0,31 1477 1479
germacreno-D 21,01a 21,5a 0,22c 15,58b 1482 1485
biciclogermacreno 6,09b 11,03a 0,67c 8,36ab 1497 1500
a-amorfeno 0,35ab 0,44a 0,47a 0,26b 1514 1512
d-cadineno 1,65ab 2,01la Oc 1,52b 1635 1636
espatulenol Ob 7,60b 39,03a 6,73b 1577 1578

Total 85,94 86,04 67,99 81,98

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste Tukey
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CONCLUSAO

Os eventos fenologicos da populagdo de Vernonia polyanthes estudada sao
sincrénicos, ou seja, 0s picos de atividade e intensidade das fenofases ocorrem no
mesmo periodo. O crescimento é periddico e sazonal e a variavel climética que se
correlaciona fortemente com as fenofases é a temperatura. As fenofases vegetativas
se concentram de outubro a maio e as reprodutivas de junho a primeira quinzena de
outubro. O teor de 6leo essencial e o conteido de compostos fendlicos totais sao
maiores nas fases de folhas maduras e senescentes. Quanto ao estudo da
anatomia, o parénquima palicadico é o tecido vegetal que apresenta maior
plasticidade, o numero de feixes e sua area ficam maiores com o desenvolvimento
das folhas. A V. polyanthes secreta e acumula alcaloides, Oleos essenciais e

compostos fendlicos em todas as fases avaliadas.
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CAPITULO 2

DETERMINAQAONDO TEMPO DE HIDRODESTILA(;AO, HORARIO DE COLETA E
CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE Vernonia polyanthes Less.

Autora: Jordany Aparecida de Oliveira Gomes

RESUMO

Vernonia polyanthes Less. é uma espécie medicinal da familia Asteraceae, nativa
dos cerrado do cerrado brasileiro e produtora de 6leo essencial . O tempo de
hidrodestilacdo e o horario de coleta da espécie medicinal sdo informacdes
importantes, pois permitem otimizar o processo de extragao e potencializar o teor de
O0leo essencial. Sendo assim, o objetivo do estudo foi determinar o tempo de
hidrodestilacdo e do horario de coleta no teor do 6leo essencial e composicao
quimica de V. polyanthes. O trabalho foi realizado na Fazenda Experimental
Lageado da Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP, Botucatu no ano de
2014. Foram selecionados individuos de area nativa de ocorréncia no cerrado,
localizada no municipio de Botucatu, que apresentavam caracteristicas fitotécnicas
(altura e diametro) uniformes. Os tratamentos basearam-se em cinco tempos de
extracdo (30, 60, 90, 120, e 180 min) e cinco horéarios de coleta (07hO0Omin,
10h00min, 13h00min, 16h00min e 19h00min) com quatro repeticdes, dispostos em
delineamento inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos a analise de
variancia, para o experimento de hidrodestilacédo foi aplicado analise de regresséo e
para o experimento do horéario de coleta, as médias foram testadas pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Observou-se ajuste quadratico para o teor de 6leo essencial
em funcdo dos tempos de hidrodestilacdo, verificando que com 106 minutos de
extracdo se obtém o maximo do teor de 6leo essencial de 0,3%. O horario ideal para
a coleta de folhas de assa-peixe € as 13h00min, onde ocorre maior acumulo de 6leo
essencial, o horario das 19h00min foi verificado menor teor de 6leo essencial da
espécie (0,16%).

Palavras-chave: Assa-peixe, terpenos, hidrodestilacéo.
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ABSTRACT
Vernonia polyanthes Less. is a medicinal species in the Asteraceae family, native to
the cerrado the cerrado and essential oil production. The hidrodestilacdo time and
the time of collection of the medicinal species are important information because they
allow optimizing the extraction process and enhance the content of essential oil and
chemical composition. Therefore, the objective of this study was to determine the
time of hidrodestilagéo and the collection schedule in the content of essential oil of V.
polyanthes. The work was carried out on the Experimental Farm Faculty of
Agronomic Sciences Lageado UNESP, Botucatu in the year 2014. Selected
individuals of native range, of occurrence of the cerrado. The treatments were based
on five extraction time (30, 60, 90, 120, and 180 min) and five hours of collection
(7:00, 10:00, 1:00 pm, 4:00 pm and 7:00 pm) with four replications, arranged in
completely randomized design. The data were subjected to analysis of variance, for
the hidrodestilacdo experiment was applied regression analysis and experiment of
the collection schedule, the averages was tested by Tukey test at 5% probability.
Quadratic adjustment was observed for the essential oil content in the light of the
hidrodestilagdo times, noting that with 106 minutes if it gets the maximum extraction
of the essential oil content of 0.3%. The ideal time for collecting leaves of assa-fish is
the 1:00 pm, where greater accumulation of essential oil, 19:00 hours hours verified

less essential oil content of species (0.16%).

Keywords: Assa-peixe, terpenes, hydrodistillation
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INTRODUCAO

A familia Asteraceae possui grande numero de espécies que sdo utilizadas
como medicinais, devido a presenca de varias classes de metabdlitos secundarios
(CRONQUIST, 1988). Vernonia polyanthes Less., é uma planta pertencente a esta
familia, utilizada na medicina popular para combater tosses, resfriados e inflagdes.
Possui como compostos secundérios, os alcaloides, compostos fendlicos e éleos
essenciais, substancias que lhe confere acédo terapeutica (ANDREAO, 1999). Os
Oleos essenciais sdo misturas complexas de metabdlitos especializados volateis,
lipofilicas, geralmente liquidas e odoriferas obtidas de partes de plantas via
destilagéo por arraste com vapor d’agua (SIMOES e SPITZER, 2003).

Aspectos como a genética e fatores ambientais influenciam no teor e na
composicdo quimica dos oleos essenciais (OLIVEIRA et al., 2012), outro fator que
interfere nas caracteristicas € o tempo de hidrodestilacdo das espécies. Dentre as
técnicas para extracdo de Oleos essenciais mais usuais destaca-se a
hidrodestilacdo, a qual possui registros de 3000 a.C (FRASER; WISH, 1997). Nesta
técnica o material vegetal € imerso na agua em aquecimento até a fervura,
resultando na formacédo de vapores que arrastam 0s compostos volateis, os quais,
apos condensacdo, separam-se da fase aquosa por decantacdo. A composi¢cao dos
Oleos essenciais pode ser influenciada pelo contato com a agua, tempo de extracao
e velocidade de aquecimento (PRINS et al., 2006).

O vegetal produz algumas substancias aromaticas com a finalidade de protecao
contra raios UV, perdas excessivas de agua por evapotranspiracdo, atracdo por de
polinizadores e dispersdo de sementes (JAKIEMIU, 2008). Sendo assim os ciclos
circadianos e sazonais podem influenciar no teor e na composi¢cédo dos constituintes
dos Oleos essenciais para cada espécie (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). As
respostas fisiologicas relacionadas as flutua¢des climaticas nos ciclos circadianos
possuem padrbes de respostas fisiologicas com modificagcbes menores e mais
rapidas, quando comparadas as respostas de mudancgas sazonais (BLANK et al.,
2005).

Relatos sobre a forma correta de coleta de plantas medicinais existem desde o

século IV a.C. A espécie Conium maculatum, por exemplo era coleta de manha, pois
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as variacbes nas quantidades de seu principio ativo, estavam diretamente
relacionadas com as oscilacdes de clima, temperatura, pluviosidade, etc. Mesmo
guando existe um controle genético, a expressdo pode sofrer alteracbes, pois 0s
processos fisioldgicos, bioquimicos tem sua sintese alterada de acordo com as
variacdes do ambiente (ROBINSON, 1974; FAIRBAIRN e SUWAL, 1961; LINDROTH
et al, 1987; HARTMANN, 1996; KUTCHAN, 2001).

Tendo em vista o aprimoramento da técnica de hidrodestilacdo e a busca por
boas praticas de coleta de plantas medicinais, o presente trabalho teve como
objetivo definir o melhor tempo de hidrodestilacéo, horario de coleta e o perfil do 6leo

essencial de folhas de Vernonia polyanthes Less.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal e Delineamento Experimental

O trabalho foi desenvolvido na Fazenda Experimental Lageado, pertencente a
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP - Campus Botucatu. A fazenda esta
localizada no municipio de Botucatu/SP, situada entre os paralelos 22° 30’ a 23° 05’
de latitude Sul e os meridianos 48° 15’ a 48° 52'.

Foram selecionados individuos de area nativa, localizada do pomar didatico do
Departamento de Horticultura, que possuiam caracteristicas fitotécnicas (altura e
diametro) uniformes. Para esta sele¢éo foi utilizado a estatistica descritiva, medidas
de dispersao tais como, coeficiente de variacdo, desvio padrdo e médias para o
agrupamento destas plantas. Estas medidas de dispersdo para a populacdo
estudada de V. polyanthes em relacdo a altura e didmetro a altura do peito (DAP),
foram respectivamente: o= 0,21; CV= 3,94%; X= 54 e : 0= 2,79; CV= 9,55%; X=
29,1.

O experimento consistiu na determinacdo do melhor tempo de hidrodestilagéo de
folhas de V. polyanthes. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado com cinco tratamentos: T1- 60 minutos, T2- 90 minutos, T3- 120
minutos, T4- 150 minutos e T5- 180 minutos e quatro repeti¢des.

O experimento de horario de coleta de folhas de V. polyanthes consistiu na
coleta de folhas em cinco horarios durante o dia (07h00min, 10h00min, 13h00min;

16h00min e 19h00min) e quatro repeticbes. Para os dois experimento foi realizada a
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amostragem composta das plantas selecionadas, com posterior divisdo em

repeticoes.

Teor de 6leo essencial

A massa padronizada foi de 40 gramas de folhas secas fragmentadas em
fracbes de aproximadamente 1 cm e submetidas a técnica de hidrodestilacdo pelo
aparato do tipo Clevenger. ApGs a obtencdo do Oleo essencial puro, a massa e 0
teor de 6leo foram calculados pela seguinte formula: T% = Massa do 6leo (g) x 100 /
40q9.

Andélise de composicao quimica do 6leo essencial

A analise da composicdo quimica do Oleo essencial de foi realizadas no
Laboratério de Produtos Naturais, do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agrondmico de Campinas, Campinas-SP.
A andlise quantitativa da composi¢ao quimica foi realizada por meio de cromatégrafo
& gas com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC, Shimadzu, GC-2010/A0C-20i),
dotado de coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), hélio
como gés de arraste, vazdo de 1,0 mL min, injetor a 240°C, detector a 230°C, split
1/20 e o seguinte programa de temperatura: 60°C - 120°C, 8°C/min.; 120°C - 200°C,
3°C/min.; 200°C - 240°C, 8°C/min.; split: 1/20; fluxo: 1,0 ml/min. A analise qualitativa
da composicdo quimica dos 6leos essenciais foi conduzida em cromatografia a gas
acoplado a espectrémetro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando a 70
eV, dotado de coluna capilar de silica fundida OV-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um),
hélio como gas de arraste (1,0 mL min-1), split: 1/20, injetor a 240°C, detector a
230°C e o seguinte programa de temperatura: 60°C - 120°C, 8°C/min.; 120°C -
200°C, 3°C/min.; 200°C - 240°C, 8°C/min.; split: 1/20; fluxo: 1,0 ml/min. A
identificacdo dos constituintes quimicos foi efetuada por meio da analise
comparativa dos espectros de massas das substancias com o banco de dados do
sistema CG-EM (Nist 62.lib), literatura e indice de retengcéo das substancias com os

obtidos por meio da injecdo de uma serie homologa de n-alcanos no programa de
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temperatura anteriormente descrito , aplicando-se a equagédo de Van den Dool e
Kratz (VAN DEN DOOL E KRATZ, 1963; ADAMS, 2007).

Analise estatistica

Para experimento de tempo de hidrodestilagdo, os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e realizada analise de regressao, a equagéo foi
ajustada. Para o experimento de melhor horario de coleta de folhas, os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia e testados pelo teste Tukey a 5%

de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento do 6leo essencial de folhas de V. polyanthes hidrodestiladas por
180 minutos foi de 0,19 %. Observou-se ajuste ao modelo quadrético, a partir da
derivada da equacédo verificou-se que a maior parte do 6leo essencial (0,35%) é
extraida no tempo de 106 minutos, mantendo os niveis de rendimento satisfatorio
nas primeiras duas horas, diminuindo-se consideravelmente até o ultimo tratamento
de 180 minutos de hidrodestilacdo (Figura8). No inicio da hidrodestilacdo é
favorecida a extracdo de compostos oxigenados, pois séo de maior solubilidade em
agua ( FRASER; WISH, 1997).

O rendimento do Oleo essencial de Eucalyptus cinerea F. Mull. ex Benth.,
Myrtaceae foi de 6,07 % (v/m), do qual grande parte foi extraida na primeira hora de
hidrodestilacdo (NAKASHIMA et al., 2005). Os tempos ideais para extracdo de maior
teor de Oleo essencial foram 160 minutos para Lippia sidoides e 230 minutos para
Eucalyptus globulus (EHLERT et al., 2000). Diferentes espécie necessitam de
tempos especificos de hidrodestilacdo para se obter melhor rendimento. Para a
menta observou-se que o tempo de maxima extracao do 6leo essencial em aparelho
de Clevenger é de 60 minutos (OLIVEIRA et al., 2012).

Os teores de 6leo essencial divergentes em relagdo ao tempo de hidrodestilacao
na literatura podem ser relacionadas ao tipo de estrutura secretora das espécies
produtoras de Oleos essenciais, que podem facilitar ou dificultar sua saida dos

tecidos que as produzem, bem como as caracteristicas de sua solubilidade ou
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volatilidade, atribuidas principalmente aos compostos terpénicos, metabdlitos
secundérios classificados como monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos e carotendides respectivamente. Os monoterpenos sdo muito volateis,
normalmente, predominantes no o6leo essencial (WATERMAN, 1993; MANN, 1994).

Figura 8- Teor de 6leo essencial (%) x tempo de hidrodestilagcdo (min).
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Foram identificadas 14 substancias, que representa aproximadamente 90% da
composicdo quimica do 6leo essencial do assa-peixe, em sua maioria do grupo dos
sesquiterpenos. Nao se verificou mudanca significativa as proporcdes relativas (%)
das substancias a- copaeno, B- elemeno e B-copaeno nos diferentes tempos de
hidrodestilacdo (60min, 90 min, 120min e 150min e 180min) .

O trans-cariofileno, componente majoritario no o6leo essencial, é superior
estatisticamente nos quatro primeiros tempos de hidrodestilacdo (60min, 90 min,
120min e 150min), tendo seu teor reduzido quando submetido a um maior tempo de
hidrodestilagado. O a-humuleno, Germacreno-D e biciclogermacreno também tiveram
comportamento similar, diminuindo sua propor¢cao a medida do aumento do tempo
de exposigao das folhas a agua fervente. As substancias a-pineno, a-pineno, §-
muuroleno, espatulenol e biciclogermacreno foram observados em maiores
guantidades no maior tempo de hidrodestilagdo quando comparadas ao menor
tempo (60 min). Este fato pode ser explicado a converséo de algumas substancias

em outras, por exemplo, o germacreno-D pode converter em cadinenos, muurolenos
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e elemenos, enquanto que o biciclogermacreno converte-se em sesquiterpenos
triciclicos como aromadendreno, alloaromadendreno e Vviridifloreno, que por
oxidacdo originam espatulenol, globulol, epiglobulol e cadindis. O que ocorreu no
presente estudo. Outra hipdtese € o fato da analise ser baseada na proporgcao
relativa e ndo na massa molecular de cada substancia presente no 6leo essencial, 0
aumento da proporcéo das demais substancias conforme o tempo pode acarretar no
decréscimo de outras, degradacao das substancias (MATANA et al., 2015).

Em alecrim (R. officinalis) foi verificado que a concentragdo dos compostos
majoritarios a-pineno e 3-mirceno foram favorecidos significativamente nos tempos
de extracdo com 90 e 120 minutos em relacdo aos tempos de 30 e 60 minutos. A
hidrodifusdo favorece a extracdo de compostos oxigenados no inicio da
hidrodestilacdo devido a maior solubilidade deste, porém com o progressivo dominio
da volatilidade sobre a hidrodifusdo, hd uma tendéncia dos compostos oxigenados
apresentarem relativa reducdo em funcéo do aumento do teor dos compostos mais

volateis, como a-pineno e B-mirceno (PRINS et al. 2006).
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Figura 9. Substancias identificadas e médias de suas proporc¢des relativas (%) em amostras de

Oleo essencial de Vernonia polyanthes Less. sob tempo de hidrodestilagdo. Botucatu/SP, 2015
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Em experimento realizado em Lavras-MG com a mesma espécie (SILVA et al.,
2015), nota-se que apesar do composto majoritario (germacreno D) ser o mesmo em
ambos os locais, ha diferencas nos niveis de cada substancia, demonstrando a
influéncia do ambiente na composi¢cdo quimica do 6leo essencial. O rendimento de
Oleo essencial e a concentracdo de cada um dos constituintes deste 6leo podem
variar com o desenvolvimento, o ambiente no qual o vegetal se desenvolve também
interfere na composicdo quimica dos 6leos essenciais e no seu rendimento, a
temperatura, a umidade relativa, a duracao total de exposi¢cdo ao sol e o regime de
ventos exercem influéncia direta na composicdo e rendimento, e ainda, diferentes
orgdos de um mesmo vegetal podem apresentar 6leos essenciais com composi¢ao
quimica, caracteres fisico-quimicos e odores bem distintos (PRICE; PRICE 1999;
SIMOES; SPITZER 2000).

Espécies do mesmo género como a Vernonia brasiliana e Vernonia remotiflora
também apresentaram no 6leo essencial uma pequena fracdo de monoterpenos,
representada por um unico constituinte, a-pineno (2,8%) e 1,0%, respectivamente.
Como componentes majoritarios, no 6leo de V. brasialiana, destacam-se também
germacreno-D (35,5%) e a-humuleno (11,7%). Biciclogermacreno, com um teor de
35,5%, aparece também como constituinte principal do éleo de V. remotiflora (MAIA
et al., 2010). Semelhante ao 6leo essencial da V. polyanthes.

O teor de dleo essencial foi maior na coleta realizada as 13h: 00min, diferindo
estatisticamente da coleta das 19h: 00min. Néo foi verificado diferencas estatisticas
nas médias dos teores de 6leo essencial de folhas de plantas de V polyanthes
coletas as 07h0Omin, 10h00Omin, 16h00min (tabela 8). A maior producédo de
metabdlitos secundarios sob altos niveis de radiacdo solar sdo explicadas pelo fato
de que as reacfes biossintética sdo dependentes de suprimentos de esqueletos
carbdnicos, realizados por processos fotossintéticos e de compostos energéticos
que participam da regulacdo dessas reacdes (TAIZ; ZEIGER, 2013).Em Aloysia
triphylla, foi observado maiores teores de Oleo essencial em folhas frescas,
colhendo-as as 14 e 16 horas. A colheita nos horarios de 08, 10, 12 e 18 horas
resultou em teores significativamente menores (EHLERT et al., 2003). Em Cordia
curassavica (Jacq.) Roen. & Schult., ndo houve diferenca significativa no teor de
6leo de folhas coletadas as 9, 12, 15 e 18 horas (CORREA et al., 2002). Em menta o
melhor horario de colheita também ocorreu as 13h00Omin (OLIVEIRA et al.2012).

Trabalho realizado com Porophyllum ruderale (Jacg.) Cassini, Asteraceae, o melhor
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horario de colheita visando maior teor de Oleo essencial € na parte da manha
(FONSECA et al., 2007).

Foram encontraram rendimentos de 6leo essencial significativamente maiores
em material vegetal coletado por volta das 14:00h em Alpinia zerumbet (col6nia) . Os
autores também observaram a estabilidade do perfil quimico, que n&do se alterou
diante dos diferentes horarios do dia (SANTOS et al., 2012)

Tabela 8. Médias do teor de essencial nos diferentes horarios de coleta de Vernonia polyanthes
Less.. Botucatu, 2015.

Horéarios de Coleta do Material Vegetal Médias

Teor de Oleo Essencial (%)

07h00min 0,27ab
10h00min 0,28ab
13h00min 0,42a
16h00min 0,31ab
19h00min 0,16b

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste Tukey

Foi observado que em todos os tratamentos 0 componente majoritario da
composicdo do 6leo essencial de V. polyanthes foi o Germacreno-D e este néo
variou significativamente entre os horarios de coleta, alcancando média de 28,77%
na sua proporcdo relativa. O trans-cariofileno, o a-humuleno, g - elemeno, g-
muuruleno, a-amorfeno e espatulenol também nao diferiram, tendo o mesmo
comportamento. O biciclogermagreno teve picos de maiores proporcoes relativas
nos horéarios de 13h00min e 19h00min. O B- pineno e 0 a-pineno é mais presente
nas primeiras horas do dia (tabela 9). A variagcdo de alguns componentes, em
relacdo ao horario de colheita, pode ter sido em virtude da velocidade do
metabolismo da planta, da atividade dos sitios de producdo de secre¢cdo dos e
influéncia das flutuacdes climaticas diarias. Estes fatores podem afetar a sintese e
secrecao de 6leos essenciais.

A maior proporcao relativa de terpenos, principalmente os monoterpenos, no
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periodo de maior radiacdo fotossinteticamente ativa, pode estar relacionada ao fato
de que a biossintese desses compostos € dependente da fotossintese
(MARCHESE; FIGUEIRA, 2005).

Tabela 9. Substancias identificadas e médias de suas proporcdes relativas (%) em amostras de 6leo

essencial de Vernonia polyanthes Less. sob diferentes horarios de coleta. Botucatu/SP, 2015.

Substancias 7h00min 10h00mi  13h00min 16h00min 19h00min IRc IRI

a-pineno 0,64a 0,80a 0,79a 0,71a 0,32b 929 929
B- pineno 4,98ab 6,09a 5,46a 5,49a 2,97b 934 939
a- copaeno 5,99a 5,86ab 5,84ab 5,61lab 5,48b 1377 1376
B- elemeno™ 4,29 4,31 4,42 4,30 4,42 1388 1390
Trans-cariofileno™ 13,97 14,08 13,94 13,88 13,80 1420 1419
-copaeno 0,87a 0,84ab 0,84ab 0,82b 0,84ab 1429 1432
a-humuleno™ 11,95 12,04 12,08 12,14 12,40 1454 1454
Allo- 2,03a 1,92b 1,95ab 1,88b 1,91b 1461 1460
aromadendreno
g-muuroleno™ 0,35 0,24 0,26 0,25 0,32 1477 1479
germacreno-D"® 28,97 28,71 28,47 28,69 29,04 1482 1485

biciclogermacreno 12,34c 12,46bc 13,02a 12,92ab 13,26a 1497 1500

a-amorfeno™ 0,37 0,34 0,37 0,35 0,37 1514 1512

d-cadineno 1,91bc 1,89¢c 2,02b 1,98bc 2,17a 1635 1636

espatulenol™ 2,31 2,10 2,07 2,39 3,11 1577 1578
Total 90,98 91,69 91,54 91,38 90,41

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste Tukey
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CONCLUSAO

O melhor tempo de hidrodestilacdo de folhas de. V. polyanthes é 106 minutos,
visto que € alcancado o maior rendimento de 6leo essencial, sem mudancas na sua
composicdo quimica. O maior teor de 6leo essencial é encontrado as 13h00min,

onde o componente majoritario é o germacreno-D.
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3. CONCLUSAO GERAL

Os eventos fenolégicos da populacdo de Vernonia polyanthes interferem na
fitoquimica e na morfoestrutural foliar. Maiores teores de 6leo essencial e compostos
fendlicos sado encontrados na prefloracdo, quando as folhas estdo senescentes. No
entanto, o perfil quimico do 6leo essencial sofre algumas mudancas durante as
quatro épocas avaliadas. A espécie é rica em sesquiterpenos. As trés substancias
majoritarias trans-cariofileno, espatulenol e Germacreno-D. Em folhas mais jovens o
Germacreno-D é o componente majoritario, enquanto que em folhas mais velhas
nota-se a predominancia de espatulenol e o trans-cariofileno. Ao que se diz respeito
ao tempo de hidrodestilacédo e horario de coleta os melhores teores sdo encontrados
aos 106 minutos de extracdo e as 13h00min, respectivamente, também sofrendo
pequenas alteracdes do perfil cromatogréfico. Substadncias monoterpénicas séo

encontradas em maiores concentracées nas primeiras horas do dia.
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