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RESUMO

A espécie Justicia pectoralis (Acanthaceae) é uma planta herbacea encontrada
em uma ampla distribuicdo geogréfica entre os tropicos de Cancer e Capricornio.
No Brasil, a principal denominacdo popular € chamba, sendo a espécie
prioritariamente utilizada em afec¢es do sistema respiratorio. O presente trabalho
visou avaliar o comprimento e didmetro de parte aérea, massa fresca e seca de
parte aérea e raiz, além dos teores de cumarina e umbeliferona utilizando dois
genatipos de J. pectoralis cultivados em duas localidades , além do cultivo frente a
cinco niveis de saturacdo por base de solo que variou de 17, 40, 60, 80 e 100%,
cinco doses de esterco bovino entre os intervalos de 0, 20, 40, 60 e 80 t.ha! e trés
condicbes de sombreamento sendo a pleno sol, 50 e 80% de sombreamento.
Quanto ao acumulo de cumarina, as doses de esterco e 0s niveis de saturacdo por
base de solo apresentaram efeito negativo. Considerando a produtividade de
massa seca, a adubagcdo com esterco promoveu aumento de biomassa. Os dois
gendtipos avaliados, independente do local, ndo apresentaram diferencas, entre si,
guanto ao crescimento e acumulos de massa fresca e seca. Na avaliacdo entre 0s
genatipos, o Jp2, cultivado em Loc2, produziu maior teor de cumarina (40,20 ug.mg
1 de extrato), enquanto que o Jpl, cultivado em Locl, apresentou maior aciimulo
de umbeliferona (4,33 pg.mg?' de extrato). Plantas cultivadas a pleno sol
apresentaram maior teor de cumarina (57,90 pg.mg* de extrato) e acimulo de
massa seca (14,93 g) quando comparada com o0s niveis de sombreamento.
Conclui-se que o cultivo de Justicia pectoralis em Loc2, a pleno sol e sem adicao
de calcario ou adubacdo sdo as melhores condigcbes para o desenvolvimento

satisfatorio da espécie frente aos parametros avaliados.

Palavras-chave: Cumarina. Umbeliferona. Acanthaceae. Planta medicinal.






ABSTRACT

Justicia pectoralis (Acanthaceae) is an herbaceous species found in a wide
geographic distribution between the Cancer and Capricorn tropics. The mainly folk
name In Brazil is chamba, and it is used specially for respiratory system affections.
The present work aimed to evaluate the length and diameter of aerial part, fresh and
dry mass of aerial part and roots, besides the coumarin and umbelliferone
accumulation by using two genotypes of J. pectoralis cultivated in Locl and Loc2
cities. In addition, we evaluated the influence of five soil saturation levels (17, 40,
60, 80 and 100%), five doses of cattle manure (0, 20, 40, 60 and 80 t.hat) and three
luminosity conditions (full sun, 50 and 80% of artificial shading). Both the cattle
manure and the soil-based saturation levels showed a negative effect in the
coumarin accumulation. Moreover, the cattle manure promoted biomass increase.
Related to location, we showed that there are no differences between the growth
aspects of the both two genotypes. The Jp2 genotype cultured in Loc2 produced a
higher coumarin content (40.20 pg.mg1 of extract), while the Jp1 cultured in Locl
accumulated more umbelliferone (4.33 pg.mg* of extract). Plants grown in full sun
showed higher coumarin content (57.90 pg.mg?! extract) and dry mass
accumulation (14.93 g) when compared to shade levels. We concluded that the best
conditions to obtain greater development of J. pectoralis were in Loc2, in full sun

and without addition of cattle manure or calcareous.

Keywords: Coumarin. Umbelliferone. Acanthaceae. Medicinal plant.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da década de 1990, entre 65% e 80% da populacdo nos paises em
subdesenvolvimento e em desenvolvimento dependiam de plantas medicinais
como unica forma de acesso a saude basica (OMS, 1990). Atualmente, dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ilustram que 80% da populacdo mundial
recorre as plantas medicinais em algum estagio de suas enfermidades em busca
de alivio para algum sintoma (OMS, 1990). A J. pectoralis € uma destas plantas
medicinais utilizadas frequentemente pela populacao e suas citacfes de uso datam
a partir dos anos 1960 (SIMPSON, 1962; LOPEZ et al., 1963) com indicacfes
populares para o tratamento de enfermidades do sistema respiratério, sistema
digestivo, além de alivio para dores diversas no corpo e calmante.

A espécie Justicia pectoralis € conhecida também como chambéa e nativa do
Caribe, mas pode ser encontrar na América Central e na América do Sul, sendo
bem adaptada ao clima tropical. Devido as suas varias indicacfes terapéuticas —
as quais demonstram sua importancia farmacolégica em doencas negligenciadas,
a espécie J. pectoralis foi incluida na Relacédo de Plantas Medicinais de Interesse
para o SUS (Renisus). Isto demonstra um importante potencial na producao de
fitoterapicos.

Em relacéo a este mercado, em toda a cadeia produtiva, o setor de fitoterapicos
tem movimentado anualmente cerca de US$ 1 bilhdo pelo mundo e tem crescido
mais de 15% ao ano enquanto as vendas de medicamentos sintéticos crescem em
torno de 4% ao ano (CARVALHO, 2008). No Brasil, esse valor é cerca de US$ 400
milhdes e representa 6,7% das vendas do setor de medicamentos (LIMA, 2006).

Outro fator justificativo do presente trabalho € que a J. pectoralis, aléem de facil
propagacdo, tem um crescimento relativamente rapido — de 4 a 6 meses — se
comparada a outras plantas que produzem cumarina, como Dipteryx odorata
(Cumaru), que utiliza as sementes e demora pelo menos 4 anos para o inicio da
frutificacdo (SANTOS, 2002) e a Mikania levigata, que possui o tempo ideal de
colheita aos 11 meses de plantio (SANTOS, 2016).

Ademais, os estudos sobre a J. pectoralis que correlacionam seu cultivo ao

acumulo do teor de metabdlitos secundarios ainda é escasso na literatura
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académica. O aprofundamento nas pesquisas sobre seu cultivo, producéo e analise
de compostos quimicos, se apresenta, desta forma, ndo apenas como
enriquecedor a literatura farmacolégica e agronémica, mas também necessario ao
pleno conhecimento do potencial da espécie.

Diante do exposto, o presente trabalho propds-se a avaliar a produtividade e
teor de cumarina e umbeliferona em dois genétipos de J. pectoralis em diferentes
condicbes de cultivo visando o aprimoramento na produgdo de biomassa e

cumarinas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Botanica e distribuicéo

A familia Acanthaceae possui 39 géneros, sendo 5 endémicos do Brasil, e mais
de 446 espécies distribuidas nos diversos tipos de vegetacdes dos biomas
brasileiros. Tais espécies ocorrem com maior incidéncia na Mata Atlantica, Cerrado
e Amazonia, presentes nos estados do Acre, Amazonas, Para, Rondodnia, Roraima,
Cear4, Maranhdo, Goids e Mato Grosso. O género Justicia compreende 126
espécies e é 0 maior género dentro desta familia, das quais 70 espécies séo
endémicas no Brasil (FLORA DO BRASIL, 2017) .

A ESPECIE: Justicia pectoralis Jacq. var. stenophylla Leonar.

Sinonimia: Dianthera pectoralis (Jacq.) J.F. Gmel.
Dianthera pectoralis (Jacq.) Murray
Ecbolium pectorale (Jacq.) Kuntze
Justicia pectoralis var. latifolia Bremek.
Justicia stuebelii Lindau
Psacadocalymma pectorale (Jacq.) Bremek.
Rhytiglossa pectoralis (Jacq.) Nees
Stethoma pectoralis (Jacq.) Raf.

Classe: Equisetopsida C. Agardh

Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.

Superordem: Asteranae Takht.

Ordem: Lamiales Bromhead

Familia: Acanthaceae Juss.

Género: Justicia L.
Fonte: TROPICOS (2017)

A espécie Justicia pectoralis esta distribuida na América Tropical (TROPICOS,
2017), uma erva perene de aproximadamente 30 cm de comprimento (Figura 1),
com caule verde em formato subcilindrico a subquadrangular. O caule apresenta

ainda tricomas retrorsos e esbranquicados dispostos em linhas verticais. Possui


http://www.tropicos.org/Name/101592
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http://www.tropicos.org/Name/50294409
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raiz fasciculada, que pode estar presente também em gemas inferiores. As folhas
sdo membranaceas e opostas, de coloracdo verde que podem, no entanto,
apresentar pigmentacéo vinacea. Com formato estreito-ovalada, a lamina foliar
adulta mede em torno de 3 cm, na qual encontram-se tricomas com 0,3 mm de
comprimento em ambas as faces e um peciolo com cerca de 50 mm de
comprimento (OLIVEIRA; ANDRADE, 2000).

A avaliagdo da superficie foliar da espécie J. pectoralis, realizada em
microscopio eletrénico de varredura, mostrou tricomas tectores com formatos ovais,
arredondados, elipticos e deltoides. Tricomas tectores subsésseis de quatro células
também foram observados sob a superficie foliar, bem como a presenca de células
epidérmicas com paredes celulares anticlinais sinuosas. Os estématos sdo do tipo
anfiestomatico e diaciticos. Ha presenca de litocistos, encontrados somente na
superficie adaxial. Também foram encontrados depdsitos amorfos de cera
epicuticular em ambas as faces, sendo mais evidentes na abaxial (AOYAMA;
INDRIUNAS, 2014).

A inflorescéncia paniculada terminal apresenta entre 6-15 cm de comprimento,
podendo ser alternadas ou opostas, com flores séssil e axial. O calice € puberulento
de coloracao verde claro. A corola pode ser de lilds a violeta personada, com 6 a
7,5 mm de comprimento, tubo reto, labio superior ereto, triangular, com o inferior 3-
lobado, externamente pubérulo. Possui dois estames parcialmente adnatos ao tubo
da corola. As anteras sdo rimosas e o0 ovario é supero, oblongo, bicarpelar,
bilocular, contendo dois évulos por I6culo. (WASSHAUSEN; WOOD, 2004).
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Figura 1- Anatomia J. pectoralis: (I) visdo da planta toda; (Il a) folha lado abaxial; (Il b) folha
lado adaxial; (Ill) inflorescéncia; (IV) flor; (V) caule subquadrangular

Pauline Zonta de Lima - 2017
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2.2 Metabdlitos secundarios encontrados em Justicia pectoralis

Varios metabdlitos secundarios foram isolados de J. pectoralis sendo os de
maior ocorréncia a 1,2-benzopirona (cumarina) e a 7-hidroxicumarina
(umbeliferona) (Figura 2) 7-metoxicumarina, 2-metoxi-4-cromono, dihidrocumarina,
3-isocromanona, acido 3-fenilpropibnico, acido propidénico 3-(2-hidroxifenil) e acido
propiénico metil éster 3-(2-hidroxiphenil) (MACRAE; TOWERS, 1984; VRIES et al.,
1988).

Um estudo fitoquimico realizado com extrato hidroetandlico, produzido a partir
da planta toda, mostrou a presenca de outros compostos, tais como, quatro
flavonas denominadas swertisina, 2”-O-ramnosilswertisin, swertiajaponina e 2”-O-
ramnosilswertiajaponina (JOSEPH et al., 1988a). Foi isolado do extrato etandlico
do mesmo material uma lignana denominada justicidina B (JOSEPH et al., 1988b).

Em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
mostrou que as partes aéreas de J. pectoralis contém cumarina, 7-
hidroxicoumarina, 7-metoxicoumarina, 2-metoxi-4-cromono, dihidrocoumarina, 3-
isocromanone, acido 3-fenilpropiénico, acido propidnico 3-(2-hidroxifenil) e acido
propidnico metil éster 3-(2-hydroxyphenyl) (MACRAE; TOWERS, 1984; VRIES et
al., 1988).

Figura 2- Marcadores quimicos de J. pectoralis: 1,2-benzopirona ou cumarina (l) e 7-
hidroxicumarina ou umbeliferona (ll)
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Atualmente sdo conhecidas aproximadamente 1.300 moléculas pertencentes a

classe das cumarinas, isoladas de 150 espécies de plantas, pertencentes a 30
familias diferentes (CUNHA, 2010; MAISTRO et al., 2014). As cumarinas e seus
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derivados encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal, sendo
encontradas principalmente nas familias botanicas Apiaceae, Asteraceae,
Rosaceae, Rutaceae, Rubiaceae, Solanaceae e Lamiaceae, (JAIN; JOSHI, 2012;
PETRUL’OVA-PORACKA et al., 2013).

Esta classe de compostos tem um lugar de destaque nas descobertas de
drogas, devido a sua diversidade de compostos biologicamente ativos.
Consequentemente, grupos de pesquisa em todo o mundo projetam e sintetizam
numerosos analogos cumarinicos para uso no tratamento de doencas variadas
(KAUR et al.,2015). Em seus potenciais farmacologicos destacam-se a atividade
anticancerigena (KAUR et al., 2015) e neurodegenerativas (NDs) (JAMEEL et al.,
2016).

O composto 1,2-benzopirona foi descoberto na planta caribenha Dipteryx
odorata (Aubl.) Willd., Fabaceae, de nome popular Cumaru, que deu origem ao
nome da substancia cumarina. Sua principal caracteristica € o odor de baunilha e
sabor amargo. E também bastante utilizada na industria alimenticia e, por isso, na
Unido Europeia a diretiva 88/388/EEC (EEC, 1988) estabeleceu limites de doses
de acordo com o tipo de produto como alimentos e bebidas (2 mg.Kg?), bebidas
alcodlicas (10 mg.Kg?) e gomas de mascar (50 mg.Kg) para evitar o alto consumo.

Entre as atividades farmacoldgicas da cumarina destacam-se as acdes anti-
cancer como um agente quimiopreventivo e eficaz também contra o estresse
oxidativo renal mediada por KBrO e supresor da nefrotoxicidade induzida por Fe-
NTA em ratos (KHAN et al., 2004a; KHAN et al., 2004b), efeito imunomodulador
em tratamentos de tumores (STUHLMEIER et al, 1991) e atividade na regulacao
do hipertireoidismo sem hepatotoxicidade (PANDA; KAR, 2007). Entretanto,
estudos tém ressaltado que a cumarina possui influéncia diferente no metabolismo
de acordo com suas dosagens. A reducdo no CYP2E1 mitocondrial, por exemplo,
pode estar relacionada a resisténcia a cumarina, apos doses repetidas. Além disto,
estudos indicam que a expressao de CYP2E1 pode também estar envolvida na
toxicidade hepatocelular induzida pela cumarina em ratos (TANAKA et al., 2016).

Suspeitas de efeitos anticoagulantes da cumarina ndo foram comprovados, a
possivel causa deste problema esta relacionada a uma reacdo de fungos

(Penicillium, Aspergillus, Fusarium e Mucor, entre outros) convertendo a cumarina



28

em 4-hidroxicumarina, que se dimeriza espontaneamente para dicumarol, que
possui efeito anticoagulante (LINK, 1959).

A 7-hidroxicumarina, ou umbeliferona, € um composto hidroxilado da cumarina.
Testes farmacoldgicos com este composto comprovaram sua eficacia para o
tratamento da asma (VASCONCELOS et al., 2009), visto a diminuicdo na producéo
de muco e inflamacdo pulmonar em camundongos tratados, destacando o uso. A
umbeliferona possui ainda efeitos anticancerigenos significativos através da
inducdo de apoptose, interrupcdo do ciclo celular e fragmentacdo de DNA em
HepG2 células cancerosas (Yu et al., 2015), além de melhorar o metabolismo de
glicose e lipidios no diabetes tipo 2, estimulando a secre¢do de insulina e os
mecanismos relacionados via expressdo estimulante de adiponectina, GLUT4,
PPARy e PPAR-proteina (NAOWABOOT et al., 2015).

Em experimentos de uso conjunto de cumarina e umbeliferona, conclui-se que
estes compostos, quando associados, tém atividade antitumoral direta (citostatica),
bem como atividade imunomoduladora em relacdo ao cancer de proOstata
(MARSHALL et al.,1994).

2.3 Etnobotanica, etnofarmacologia e atividades farmacolégicas

A utilizacéo de J. pectoralis por povos indigenas é bastante antiga, sendo esta
espécie amplamente empregada para a producdo de rapé, pelos indios
Yanomamd, localizados na floresta Amazonica entre Brasil, Venezuela e Col6mbia,
A planta pode ser consumida como rapé isoladamente ou em misturas com as
espécies Elizabetha princeps Schomb. ex Benth e Virola elongata (Benth.) Warb,
além de ser utilizada como ornamento pelas indias em uma espécie de brinco
composto por varios ramos unidos, passados por um furo na orelha (BREWER-
CARIAS; STEYERMARK, 1976). No Peru e no Equador, a espécie J. pectoralis é
utilizada como complemento na alimentacdo de cées, pois ha uma crenca que a
planta melhora as habilidades de caca desses animais (BENNETT; ALARCON,
2015) e em Trinidade e Tobago J. pectoralis é utilizada para tratar problemas de
préostata (LANS, 2007).
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Um levantamento etnofarmacoldgico realizado na regido litoranea do estado do
Pard, relatou que a populacéo faz uso mistico da planta, utilizando-a para banhos
ou macerados com a finalidade de “abrir caminho” e dar protecao religiosa. Além
disto, utilizam-na para dor de cabega, reumatismo e acidente vascular cerebral
(COELHO-FERREIRA, 2009). Ja na regido nordeste do Brasil, o cha ou xarope de
J. pectoralis € amplamente utilizado como expectorante, antiasmatico e analgésico
(LINO et al., 1997; MATOS, 1994).

Estudos farmacolodgicos realizados em Cuba mostraram que a planta € efetiva
no tratamento de hipertensao arterial (GARCIA-LAZO et al., 2015). Na Guatemala,
0 povo Q’eqchi’Maya recorre a J. pectoralis para tratar epilepsia (AWAD et al.,
2009). Ensaios realizados in vitro na Costa Rica, demostraram que extrato
metandlico de J. pectoralis apresenta efeitos anti-inflamatorios, estrogénicos e
progestagénicos, confirmando seu uso para tratamento de sintomas da menopausa
(LOCKLEAR et al., 2010).

No Brasil, estudos farmacoldgicos do extrato hidroetandlico, utilizando-se
camundongos machos, confirmaram a atividade antinociceptiva, anti-inflamatoria
(LINO et al., 1997) e efeito ansiolitico (VENANCIO et al., 2011). Evidéncias desta
atividade ansiolitica sdo apontadas em diversos trabalhos publicados na forma de
resumo (LIMA et al., 2014; SANTOS JUNIOR et al., 2014; SOUZA et al., 2014;
VASCONCELOS et al., 2014; VENANCIO et al., 2014).

2.4 Solo, adubacéao e calagem

O solo pode ser dividido em trés partes: a soélida, onde estdo os minerais e
matéria organica (M.O.); a parte liquida, na qual s&o encontrados elementos
minerais misturados com a agua do solo; e a parte gasosa, onde a maior parte é
gas carbdnico (BRONICK; LAL, 2005).

As partes gasosa e liquida se encontram em equilibrio dindmico e quando
ocorre alguma cheia ou seca € possivel encontrar maior porcentagem de liquidos
ou gases no solo. Isso varia de acordo com a porosidade do solo e
consequentemente sua compactacdo (REINERT; REICHERT, 2006). Neste

sentido, a matéria organica presente no solo é de extrema importancia nao so6 para
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fornecimento dos nutrientes necessario ao desenvolvimento vegetal como para a
micro e macro biota do solo, além do aumento da porosidade do mesmo e a
consequente melhora de sua estrutura e maior retengdo de umidade (TISDALL,;
OADES, 1982; MEDA et al., 2002).

O esterco bovino é um adubo relativamente barato quando comparado com
outros adubos organicos como cama de franco e torta de mamona e é de facil
acesso para o produtor rural. Este adubo contribui muito com a M.O. no solo devido
sua proporgao de N/C, beneficiando a bioestrutura do solo e aumentando a CTC, a
retencdo de agua e a micro, meso e macrofauna, além de fornecer nutrientes para
cultura que sao liberados mais lentamente devido o equilibrio de N/C do material
curtido (PRIMAVESI, 2002).

As particulas minerais e orgéanicas da por¢ao sélida do solo tém a capacidade
de desenvolver cargas negativas e positivas, as quais atraem os ions de cargas
opostas e possuem a capacidade de troca catidnica conhecida como CTC ou a
capacidade de troca aniénica (CTA). Esta capacidade que o solo tem de “ganhar
ou perder cargas” esta relacionada ao pH, quanto mais H* presente no solo, maior
sera sua acidez (PAVAN, 1997).

A acidez do solo tem sido considerada uma das principais causas de limitacao
a produtividade agricola em todo o mundo por restringir a absor¢cao de agua e
nutrientes pelas culturas, além da intoxicacdo das plantas por H*, Al** e Fe?,
afetando também o crescimento radicular (PAVAN et al., 1982; QUAGGIO, 2000;
CAIRES, 2013).

Os cations de interesse para a planta no solo sdo os amonios (NH4"), potassio
(K*), célcio (Ca?*), magnésio (Mg?*), cobre (Cu?*), manganés (Mn?* ou Mn*") e
zinco (Zn?*). Estes tém menos forca de ligagdo com argilas e sdo lixiviados e
perdidos mais rapidamente (PAVAN, 1997), restando o ferro (Fe?* ou Fe®') e
aluminio (AIP*) em maiores concentracGes. Para minimizar estas perdas uma
técnica bastante empregada na agricultura € a realizacao de calagens.

A calagem € uma das praticas agricolas essenciais para solos tropicais pois
visa elevar o pH do solo, neutralizar a toxidez causada pelo H*, Al** e Fe?* trocaveis
e aumentar os teores de Ca?* e Mg?*(OLIVEIRA; PAVAN, 1996; RHEINHEIMER et
al., 2000). Desta forma ha uma maior disponibilidade de nutrientes além de
melhorar a eficiéncia dos fertilizantes (CASTRO; CRUSCIOL, 2014; CAIRES et al.,
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2015), favorecendo também o desenvolvimento do sistema radicular (NICOLODI et
al., 2008). Ademais, a médio e a longo prazo ocorre um aumento na producao de
biomassa por &rea, de raizes e de parte aérea (BRIEDIS et al., 2012) devido a
utilizacdo da calagem. Contudo, mesmo que o calcario se mostre eficiente em
melhorias no solo, deve-se levar em consideragcdo o sistema radicular da cultura.
Dependendo do tamanho do sistema radicular, é possivel conciliar outra técnica de
calagem adicional como a gessagem, que atua em maior profundidade do solo em
relacéo ao calcario (CAIRES et al., 2001; CAIRES et al., 2003). Além disto, o tempo
de ativacdo do calcario depende do tipo de solo e do clima, o que interfere
diretamente no seu tempo de ativacdo e no alcance da profundidade dos seus
efeitos (SORATTO; CRUSCIOL, 2008).

2.5 Estudos agronémicos com Justicia pectoralis

Experimentos realizados com J. pectoralis, em canteiros de 5,0 x 1,0 m, com
espacamento entre plantas de 10,0 cm, mostraram ser mais eficientes para evitar
o crescimento de plantas indesejaveis em detrimento de um espacamento de 20,0
cm. Em contrapartida, o maior espacamento entre plantas (20,0 cm), promoveu
maior crescimento devido a diminuicdo da competicdo (FERRADA et al., 2003).

Quanto a adubacao, experimentos comparativos realizados com seis doses de
esterco bovino (0; 10; 20; 30; 40 e 50 t.ha) e trés formulagées de N-P205-K20 (0-
0-0; 40-200-120; 80-400-240, em kg.hat), indicaram que o maior crescimento das
plantas, em altura, é obtido com a adubac&o com esterco bovino a 50 t.ha'. O maior
rendimento de massa seca foi alcangado com 40 t.ha' de esterco bovino sem
adubacdo mineral e o melhor rendimento de 6leo essencial foi obtido de plantas
sem a utilizacdo de adubacdo (MARCOS et al., 2006).

O melhor tempo de colheita de plantas de J. pectoralis foi constatado em
experimentos realizados em Cuba, no qual as plantas foram cultivadas por 4, 6 e 8
meses. Os resultados demonstraram que a concentracdo de cumarina e
umbeliferona produzidas pela planta mantidas no campo diminuiu a partir do sexto
més (CHANFRAU; FERRADA, 2014).
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A producao de mudas por estacas foi estabelecida através de ramos medianos
sem folhas, contendo de 4 a 5 gemas, com o substrato Plantmax® em bandejas
com 128 células. O numero de células, neste aspecto, interferiu diretamente na
guantidade de folhas produzidas pelas mudas (FERREIRA et al., 2015).

Outra maneira de avaliar o crescimento e a producdo de cumarina encontrada
foi frente ao uso de isoterapico de J. pectoralis, em diluicho CH30 houve
significativo crescimento vegetativo das plantas e na dinamizagdo CH6 ocorreu
aumento no teor de cumarina (ANDRADE et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a produtividade de massa fresca e seca de parte aérea e o teor de
umbeliferona e cumarina presentes em dois genoétipos de Justicia pectoralis

cultivados em diferentes ambientes e condi¢Ges de cultivo.

3.2 Especificos

1. Determinar a dosagem adequada de esterco bovino na producao de biomassa e
teor de cumarina e umbeliferona em parte aérea de J. pectoralis;

2. Avaliar o efeito do nivel de saturacdo por base de solo para a producdo de
fitomassa e teor de cumarina em parte aérea de J. pectoralis;

3. Comparar a produtividade de fitomassa, e o teor de cumarina e umbeliferona de
dois gendtipos de J. pectoralis cultivados em duas localidades, Locl e Loc2;

4. Avaliar a produtividade de fitomassa e teor de cumarina e umbeliferona em J.
pectoralis cultivada em trés condicbes de sombreamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Experimento 1: Avaliacdo do efeito de diferentes niveis de saturacdo por
base de solo no acimulo de cumarina e no crescimento de parte aérea de

Justicia pectoralis

4.1.1 Caracterizacao da area experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo no Departamento de
Horticultura — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA/UNESP), na cidade de
Botucatu - Sdo Paulo, em um periodo de 180 dias entre os meses de agosto e
dezembro de 2016. A casa de vegetacdo apresenta sombreamento de 50%, esta
localizada a 22°50'41.58" sul e 48°25'58.32" oeste, com altitude de 838 m. As
médias de temperatura, umidade e precipitacdo estdo apresentadas na Figura 3.

Figura 3 - Dados meteorolégicos do municipio de Botucatu, no periodo de agosto adezembro

de 2016.
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Fonte: Estacdo Meteorolégica da FCA/UNESP?

! Dados meteoroldgicos obtidos através de funcionarios da estagdo meteoroldgica.
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4.1.2Producédo de mudas

4.1.2.1 Producdo de mudas de niveis de saturacdo por base de solo e doses
de adubacao com esterco bovino

Para a producgéo de mudas foram utilizadas plantulas de 15 cm de comprimento,
contendo de 5 a 6 gemas, as quais foram distribuidas em vasos de 8 L, com
substrato comercial Carolina Soil®, permanecendo durante 20 dias antes do plantio.

O gendtipo (Jpl) utilizado foi proveniente do Horto de Plantas Medicinais da
UNAERP, Ribeirdo Preto - SP. Uma exsicata foi confeccionada e depositada no
Herbario Irina Delanova Gemtchujnicov, da UNESP-Botucatu, sob registro BOTU
32995.

4.1.3 Realizagdo do experimento de niveis de saturagdo por base de solo

Os célculos da necessidade de calagem foram realizados utilizando o método
da saturacédo de bases trocaveis levando em conta os resultados da analise do solo,
a qual foi feita no Departamento de Solos e Recursos Ambientais da FCA/UNESP
(Tabela 1). O poder relativo de neutralizacdo total (PRNT) do calcério utilizado foi
de 93%.

As doses de calcario correspondentes aos niveis de saturacdo foram
adicionadas ao solo e homogeneizadas com o auxilio de uma enxada, em seguida
a mistura foi colocada nos vasos de 5 L. Estes, foram distribuidos de forma aleat6ria
pela area da estufa e mantidos durante 40 dias, sendo irrigados regularmente para

ativacao do calcéario.

Tabela 1 - Anélise do solo utilizado para o preparo dos tratamentos de adubac&o e calagem
em Botucatu

pH M.O. Presina ABR*  H+AlI K Ca Mg SB CTC V% S

CaCl, g.dm® mg/dm® ------------- mmolg/dm3® - - - - - -------- mg/dm?3

41 9 4 --- 45 05 7 2 9 53 17 ---

Fonte: Departamento de Solos e Recursos Ambientais da FCA/UNESP
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Os tratamentos aplicados foram:

T1=17% de saturacado por base, correspondente a testemunha;

T2=40% de saturacao por base de solo;

T3=60% de saturacao por base;

T4= 80% de saturacao por base;

T5=100% de saturacao por base.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizados (DIC) com 9 repeti¢cdes
(Figura 4). Cada parcela foi constituida de uma planta por vaso. Os dados obtidos

foram analisados no teste de regressao e Tukey, ambos a 5% de significancia.

Figura 4 - Viséo geral do experimento de calagem em J. pectoralis na casa de vegetacédo
UNESP - Botucatu

=
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4.1.4Manutencao dos experimentos

4.1.4.1 Manutencao dos experimentos de niveis de saturacéo por base de

solo e doses de adubagdo com esterco bovino

As plantas espontaneas que germinaram nos vasos foram retiradas
manualmente e a irrigacao foi realizada com um auxilio de regador de acordo com

as condic¢des climéticas e a necessidade do solo.

4.1 5Procedimento da coleta e caracteristicas analisadas

4.1.5.1 Procedimento de coleta e caracteristicas analisadas dos
experimentos de niveis de saturacao por base de solo e doses de

adubacédo com esterco bovino

As plantas foram colhidas 180 dias apés o plantio, no periodo da manha
utilizando-se tesoura de poda e o corte foi rente ao solo. Imediatamente apds a
colheita, foi determinado o nimero de brotacbes, comprimento de parte aérea e
massa fresca. Posteriormente, o material vegetal foi colocado em sacos de papel
“Kraft”, devidamente identificados e levadas a estufa de secagem com ar circulante
a temperatura de 45 °C, onde permaneceram por dois dias, até atingirem peso
constante. Apés a secagem, realizou-se a pesagem utilizando balanca semi-
analitica para a obtencdo de massa seca, além da quantificacdo de macro e

micronutrientes da parte aérea.

4.1.6 Extracdo e quantificacdo de cumarina

A extracdo e a quantificagcdo de cumarina foi realizada no Laboratério de
Produtos Naturais do Departamento de Biotecnologia da UNAERP, em Ribeirdo

Preto, sob a supervisao do Dr. Lucas Junqueira de Freitas Morel.
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Os tratamentos avaliados com essa metodologia foram o de niveis de saturacao
por base (17, 40, 60, 80 e 100%) e de adubacdo com esterco bovino (0, 20, 40, 60
e 80 t.ha!). Cada tratamento foi constituido de 9 individuos, com 3 repeticdes que
foram analisadas em triplicatas.

Para a extracdo e quantificacdo de cumarina, as partes aéreas secas foram
moidas em moinho de facas (Marconi MA048, série 010892) até a granulometria
de 40 mesh.

A droga vegetal obtida na forma de pé (300 mg) foi transferida para tubos de
ensaios de 10 mL e foram realizadas extracdes com 1 vez de 6 mL de etanol: agua
(7:3) e, o material foi submetido a sonicacdo (30 min, Ultrassom Eco-sonics®
Q5.9/37, 37kHz). Posteriormente, o extrato foi filtrado em funil de vidro com algodao
em cubetas previamente pesadas. O solvente foi evaporado em capela de exaustao
a temperatura ambiente, overnight.

Para a analise em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) os extratos
secos foram ressuspendidos em metanol:agua (8:2) (5 mg.mL) e, em seguida, foi
realizado um clean-up em cartuchos de silica C18 (Sep-Pack Supelclean 57054
LC-18, Supelco®). Posteriormente, 1 mL deste do extrato foi analisado em
cromatografo liguido de alta eficiéncia analitico LC-10ADVP (Shimadzu, Japéao)
acoplado a detector de arranjo diiodo SPD-M10A. A coluna utilizada para as
analises foi Gemini C18 (250 mm x 10 mm, 5 y Phenomenex). Como fase mével foi
utilizado &cido acético (0,1%) em agua (A) e metanol (B) em modo gradiente: de 10
a 66% B (0 até 32 minutos); de 66 a 10% B (32 até 35 minutos); 10% B (35 até 40
minutos), com vazado de 1 mL.mint. As andlises foram realizadas em triplicata e o
volume de injecao foi 20 pL, sendo o comprimento de onda utilizado foi de A = 280
nm.

A curva de calibracdo foi preparada com metanol agua na mesma proporgcéo
das amostras, nas concentracées de 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 e 0,03125 mg.mL.
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4.2 Experimento 2: Avaliacdo do efeito de diferentes doses de adubacéo e
calagem no acumulo de cumarina e no crescimento de parte aérea de

Justicia pectoralis

4.2.1Caracterizacéo da area experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo no Departamento
Horticultura — Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA/UNESP), na cidade de
Botucatu - Sdo Paulo, em um periodo de 180 dias entre os meses de agosto e
dezembro de 2016. A casa de vegetacao (Figura 5) apresenta sombreamento de
50%, esta localizada a 22°50'41.58" sul e 48°25'58.32" oeste, com altitude de 838
m. As médias de temperatura, umidade e precipitacdo estdo apresentadas na

Figura 3.

4.2.2 Realizacado do experimento de adubacéao utilizando esterco bovino e

calcéario

Ap0s andlise do solo (Tabela 1), foram adicionadas diferentes doses de esterco
(Tabela 2) e calcério (CaCOs) as quais foram homogeneizadas com o auxilio de
uma enxada e colocados nos vasos de 5 L. Estes foram distribuidos de forma
aleatdria pela area e mantidos durante 40 dias sem plantio, sendo irrigados
regularmente para reacao do calcario.

Os tratamentos aplicados foram:

e T1=0,0t.ha? de esterco bovino, correspondente a testemunha;

e T2=20,0t.ha? de esterco bovino; 240 Kg de N; 140 Kg de P20s; 80 Kg de K20;
e T3=40,0t.ha? de esterco bovino; 480 Kg de N; 280 Kg de P20s; 160 Kg de K20;
e T4=60,0t.ha?t de esterco bovino; 720 Kg de N; 420 Kg de P20s; 240 Kg de K20;
e T5=80,0t.ha? de esterco bovino; 960 Kg de N; 560 Kg de P20s; 320 Kg de K20;

Em todos os tratamentos foram realizadas correcédo do solo para nivel 70 de
saturacdo por base, fundamentado nos célculos feitos utilizando os resultados da

analise do solo, a qual foi feita no Departamento de Solos e Recursos Ambientais
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da FCA/UNESP (Tabela 1). O esterco utilizado foi cedido pelo setor de Zootecnia —
Gado de Leite (Tabela 2).

Tabela 2 - Anélise de esterco bovino utilizado no experimento de adubagdo em Botucatu

N P20s K20 Ca Mg S U-65°C  M.O. C
------------------------- *O0paonatural ------------- - oo
1,2 0,7 0,4 11 0,3 0,3 8 66 37

Na Cu Fe Mn Zn CI/N pH

------------ ** mg/Kg ao natural - ---------- ao natural
920 42 1748 243 121 31/1 7

Fonte: Departamento de Solos e Recursos Ambientais da FCA/UNESP

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com 9 repeticbes
(Figura 5). Cada parcela foi constituida de uma planta por vaso. Os dados obtidos

foram analisados no teste de regressao e Tukey, ambos a 5% de significancia.

Figura 5 - Visdo geral do experimento de adubacdo em J. pectoralis na casa de vegetacédo
UNESP - Botucatu

I

Pagline Zonta.de Lima
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4.3 Experimento 3: Avaliacdo de dois gendtipos de Justicia pectoralis
cultivadas nos municipios de Loc2-SP e Loc1-MG no crescimento de parte

aérea e acumulo do teor de cumarinas

4.3.1Caracterizacao das areas experimentais

O experimento foi realizado em duas localidades: Localidade 1 (Locl — Araxa,
MG) e localidade 2 (Loc2 — Jardinopolis, SP) (Tabela 3 e Figura 6). Nesse
experimento, avaliou-se o desenvolvimento de dois genétipos de J. pectoralis (Jpl
e Jp2).

Tabela 3 - Coordenadas dos locais do experimento com dois genétipos de Justicia pectoralis

Municipio- . _ . Altitude
Caddigo Latitude Longitude
Estado (m)
Araxa-MG Locl 19°36'28.76"S | 46°55'58.35"0 997
Jardinépolis-SP Loc2 21° 4'21.68"S | 47°44'11.76"0O 578

Figura 6 - Locais de implementac¢do dos experimentos na regido sudeste do brasil com dois

genotipos diferentes de Justicia pectoralis

MINAS GERAIS

ESPIRITO
1 SANTO

RIO.DE
JANEIRO
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(

aneir

vel PARANA

Dados cartograficos ©2018 Google Imagens ©2018 NASA,

Fonte: USGS (2018).
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O plantio foi conduzido em campo, as condicfes de solo estdo descritas na
Tabela 4 e os dados meteorolégicos obtido no site do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET - Tabela 5).

Tabela 4 - Anélise de solo das localidades Loc1 e Loc2

pH M.O. K Ca Mg Al Presina S B

Amostra
CaClz g/dm3® ----- mmolc/dm3 -----  ----- mg/dm3- - - - -
Locl 7,3 19 0,9 580 4,0 - 2370 6,0 0,1
Loc2 59 39 89 66,0 18,0 - 21,0 7,0 0,1
Cu Fe Mn Zn SB H+Al C.T.C. V%
Amostra
------- mg/dm3------- - ---mmol/dm3- - - -
Locl 1,2 11,0 4,7 10 629 8,0 70,9 89
Loc2 9,0 190 19,7 15 9,0 45,0 53,0 17

Fonte: Departamento de Engenharia Quimica da UNAERP-Ribeirdo Preto.

Tabela 5 - Dados de temperatura e pluviométrico nas localidades 1 e 2 durante o periodo
experimental

Temperatura (°C) Chuva (mm)
Locl Loc2 Locl Loc2
Abril/2017 22,42 23,20 0,08 0,17
Maio/2017 20,45 21,50 0,12 0,11
Junho/2017 19,22 19,50 0,02 0,02
Julho/2017 17,24 18,30 0,00 0,00
Agosto/2017 18,35 21,80 0,00 0,04
Ultima semana 17,01 20,74 0,00 0,11

de plantio

Todo plantio 19,71 20,86 0,05 0,06

Fonte: INMET (2018)

O solo das areas de estudo foi revolvidos e delimitou-se um espacamento de

50 x 50 cm entre as plantas. Anteriormente ao transplante das mudas, estas foram
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podadas a fim de terem 5 cm de altura, para ter uma homogeneidade quanto a
altura. Como adubacéo, foi utilizado esterco bovino a 13,33 t.ha?.

O delineamento experimental utilizado foi blocos casualizados em esquema
fatorial 2 x 2, sendo dois genétipos em duas localidades com oito blocos em cada

local.

4.3.2 Producéao de mudas

4.3.2.1 Producdo de mudas dos experimentos com dois gendétipos de

Justicia pectoralis e diferentes niveis de sombreamento

As mudas utilizadas foram produzidas 60 dias antes do plantio, no
Departamento de Biotecnologia da UNAERP, utilizando terra: areia: esterco bovino
1:1:1. As estacas utilizadas tinham = 10 cm de comprimento com 7 a 8 gemas cada

uma.

4.3.3Manutencao do experimento

4.3.3.1 Manutencéo dos experimentos com dois genétipos de Justicia

pectoralis e diferentes niveis de sombreamento

As plantas foram irrigadas por aspersédo, realizada de acordo com as
necessidades do solo e condi¢cdes meteoroldgicas. As capinas foram feitas com o
auxilio de enxadas, de acordo com o surgimento de plantas espontaneas. Foi

realizado controle de formigas utilizando-se iscas comerciais, em Loc2.
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4.3.4 Procedimento de coleta e caracteristicas analisadas

4.3.4.1 Procedimento de coleta e caracteristicas analisadas dos
experimentos com dois gendétipos de Justicia pectoralis e diferentes

niveis de sombreamento

As plantas foram retiradas com as raizes e, em seguida, mediu-se o
comprimento de parte aérea, diametro de parte aérea, massa fresca de parte aérea
e massa fresca de raiz. A secagem foi realizada em estufa ar circulante a
temperatura de 45°C durante dois dias, e posteriormente foi obtido a massa seca

de parte aérea e raiz em balanca semi-analitica.

4.3.5 Extragéo e quantificagcdo de cumarina e umbeliferona

Os tratamentos avaliados foram os dois genétipos de J. pectoralis (Jpl e Jp2).
Cada tratamento foi constituido de 4 individuos, do mesmo genétipo dentro de um
bloco, sendo dois gendétipos por bloco, gerando um total de 16 amostras em cada
localidade. Locle Loc2. Além dos tratamentos de trés niveis de sombreamento,
sendo pleno sol, 50 e 80% de sombreamento. Cada amostra constituida de 5
individuos contidos no mesmo bloco, sendo trés blocos para cada tratamento,
totalizando 9 amostras, que foram avaliadas em triplicata.

Para a quantificacdo das cumarinas nos dois genoétipos de J. pectoralis (Jpl e
Jp2) em dois locais diferentes, bem como trés niveis de sombreamento foi utilizado
cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE), os extratos secos foram
ressuspendidos em metanol:agua (8:2) (10 mg.mL?) e, em seguida, foi realizado
um clean-up em cartuchos de silica C18 (Sep-Pack Supelclean 57054 LC-18,
Supelco®). Apds, 1 mL deste foi analisado em cromatografo liquido de alta
eficiéncia analitico LC-6AD (Shimadzu, Japao) acoplado a detector de arranjo
diiodo SPD-M20A. A coluna utilizada para as analises foi Luna C18, 250 mm x 4,6
mm, 5 y Phenomenex. Como fase maovel foi utilizado acido acético (0,1%) em agua
(A) e metanol (B) em modo gradiente: de 30% B de 0 a 10 minutos; de 30-40% B
de 10 a 20 minutos; 40% B de 20 a 30 minutos; de 40-70% B de 30 a 35 minutos;
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de 70-100% B de 35 a 37 minutos; de 100% B de 37 a 40 minutos; de 100-30% B
de 40 a 42 minutos; e de 30-0% B de 42 a 45 minutos, com vazédo de 1 mL min.
As analises foram realizadas com volume de injecdo de 20 pL, sendo o
comprimento de onda utilizado foi de A = 280 nm para cumarina e A = 330 nm para
umbeliferona.

A curva de calibracao foi preparada com as concentracdes de 1,0; 0,75; 0,5;
0,30; 0,20; 0,15; 0,075; 0,050; 0,015 e 0,005 mg.mL" de cumarina e 0,30; 0,20;
0,15; 0,075; 0,050; 0,015 e 0,005 mg.mL"* de umbeliferona.

4.4 Experimento 4: Avaliacdo de diferentes niveis de sombreamento no

crescimento de parte aérea e teor de cumarinas em Justicia pectoralis

4.4.1Caracterizacéo da area experimental

O experimento foi conduzido no Horto de Plantas Medicinais da UNAERP em
Ribeirdo Preto - SP (21°11'57.67" Sul e 47°46'43.03" Oeste), com trés niveis de
sombreamento: pleno sol, 50% de sombreamento e 80% de sombreamento. Os
parametros avaliados foram altura da planta, diametro de copa, massa fresca e
massa seca de parte aérea. O genotipo utilizado foi Jpl.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados sendo trés blocos
para cada tratamento, com cinco plantas por bloco. O experimento foi conduzido
no periodo de junho a setembro de 2017 e os dados meteoroldgicos encontram-se

na Figura 7.
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Figura 7 - Dados meteoroldgicos de Ribeirdo Preto entre os meses de junho a setembro de
2017.
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Fonte: Climatempo (2018)

4.4.2 Realizac&o do experimento

Os canteiros foram revolvidos com enxadas e o esterco bovino foi acrescentado
uniformemente sobres esses. As mudas foram produzidas a partir de estacas de
10 cm de altura contendo de 7 a 8 gemas. Todas as mudas foram podadas antes
do plantio. O espacamento entre plantas foi de 50 cm. Logo ap6s o plantio, os
tratamentos com 50% e 80% de sombreamento receberam o sombrite, que foi

esticado sobre o canteiro até o chao.

4.4.3Cromatografia liquida de ultra eficiéncia com detector de arranjo de
diodos e de massas (CLAE-DAD-EM).

As analises de extratos de plantas que cresceram em trés niveis de
sombreamento diferentes também foram analisadas em CLAE-DAD-EM para a
confirmacé&o das moléculas referéncias cumarina e umbeliferona. As anélises foram
realizadas usando um sistema ACQUITY UPLC H-Class acoplado ao detector de
arranjo de diodos e ao espectrometro de massas quadrupolo tandem Xevo® TQ-S
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(Waters® Corporation, Milford, MS, USA), equipado com uma fonte de ionizac&o
ESI operando em modo negativo de analise.

Os padrdes auténticos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) de cumarina e
umbeliferona, bem como as amostras de extratos de J. pectoralis (extrato de
plantas cultivadas a pelo sol, e dois niveis de sombreamento) foram solubilizados
separadamente em metanol (1,0 mg mL™?) e injetadas em aliquotas de 5 pL. A
coluna utilizada foi Sigma-Aldrich Ascentis Express C18 (100 x 4,6 mm id, 2,7 pm
tamanho de particula)

Foi utilizada como fase moével a solucdo aquosa de acido formico 0,1%
(solvente A) e uma solucdo de metanol com 0,1% de acido férmico (solvente B),
em modo gradiente linear, com o solvente B variando de 30 para 90% (v/v) em 30
min, mantendo isocraticamente o solvente B 90% por 5 min, vaz&o de 0,5 mL.min"
1, com volume de inje¢éo de 5 pL.

Os parametros de operacao utilizados na fonte de ionizacédo foram: voltagem
do capilar: 3,2 kV, temperatura da fonte 150 °C, temperatura de dessolvatacao do
gas N2: 350 °C, fluxo de dessolvatacdo do gas: 600 L/h, escala de varredura de
massa foi de: 200 a 1000 m / z no modo de varredura total.

Estas analises foram realizadas no Departamento de Quimica Organica da

Universidade de Sao Paulo, com a colaboracdo do Dr. Eduardo José Crevelin.

5 Andlise estatistica

Analises estatisticas foram realizadas usando teste de ANOVA e Tukey e as

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando P <0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Experimento 1: Avaliacdo do efeito de diferentes niveis de saturacao por
base de solo no acumulo de cumarina e no crescimento de parte aérea

de Justicia pectoralis

As diferentes doses de calagem utilizados no cultivo de J. pectoralis (Figura 8)
nao influenciaram no comprimento da parte aérea (média 30,28 cm), massa fresca
(média 8,83 g) e seca (média 6,12 g). No entanto, o maior nimero de brotacéo
(Tabela 6) foi obtido quando utilizou-se 0,103 Kg/m? (equivalente ao nivel 40% de

saturacado por base de solo).

Tabela 6 - Efeito das diferentes doses de calagem e seus respectivos niveis de saturagéo por
base no comprimento de parte aérea, no numero de brota¢cdes, na massa fresca e
seca de parte aérea de Justicia pectoralis

Niveis
(V96) NB
17 12,89 b
40 24,11 a
60 18,56 ab
80 17,44 ab
100 18,00 ab
CV (%) 40,15

Numero de brota¢des (NB) de Justicia pectoralis. Médias seguidas de mesma letra na coluna nédo
diferiram significativamente entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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Figura 8 - Plantas aleatdrias do experimento com niveis diferentes niveis de saturacao por
base do solo (V%) na colheita

Em relagéo a producéo de ativos, verificou-se que em todos os tratamentos de
calagem produziu-se cumarina. A linearidade da curva de calibragéo (r = 0,9970
cumarina) comprova a seguranca dos resultados obtidos (Figuras 9). As anélises
em UPLC também comprovaram a presenca de cumarina (Figura 19).

Figura 9 - Curva de calibracdo do padrdo cumarina em mg.mL™*
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Quanto a producdo de cumarina (Figura 10) o acumulo foi inversamente
proporcional ao aumento do nivel de saturacdo por base do solo, sendo que o
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maior desta substancia (8,15 pg) foi em plantas cultivadas sem a realizacéo de

calagem, mostrando que o aumento da saturacao por base do solo ndo favorece

a producao de cumarina nas folhas de J. pectoralis.

Figura 10 - Teor de cumarina (ug/mg de extrato) em parte aérea de plantas submetidas a
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Em relacédo ao teor de cumarina, foi observada uma forte correlacdo positiva

(entre 0,7 e 0,9) para os nutrientes K e B e muito forte (maior que 0.9) para os

elementos Mn e Zn (Figura 11). Esses resultados indicam que quanto maior o

acumulo destes nutrientes nas folhas, maior a biossintese de cumarina. Em

contrapartida, foi observada uma correlacdo negativa forte para o elemento Mg, ou

seja, 0 acumulo de cumarina é inversamente proporcional ao acumulo deste

elemento nas folhas.
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Figura 11 - Correlacdo simples de Pearson entre nutrientes de parte aérea nos tratamentos
com niveis de saturacédo por base de solo com o teor de cumarina encontrado
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A biossintese das cumarinas em plantas se da pela via do chiquimato
(MAZIMBA, 2017). Tem sido demonstrado que o nutriente manganés é responsavel
pela ativacdo de diversas enzimas desta via, incluindo as responsaveis por catalisar
a formacéo dos precursores (MARSCHINER, 2012). O zinco, por sua vez, também
atua em reacdes enzimaticas especificas exercendo funcdo sobre desidrogenases,
aldolases, isomerases, transfosforilases, entre outras, as quais afetam a expressao
e a regulamentacdo de genes relacionados aos mecanismos de defesa. Desta
maneira, 0 Zn contribui para tolerancia das plantas aos fatores de estresse
ambiental (CAKMAK et al, 2000 apud MARSCHINER, 2012).

O macronutriente potassio aumenta a resisténcia da planta a fatores de
estresse, através da inducdo de mecanismos de defesa, como producdo de
fenilpropandides, a qual inclui-se a cumarina (ARAUJO, et al., 2015).

Em relagdo ao boro, foi observada uma divergéncia entre dados descritos na
literatura e os resultados obtidos no presente trabalho. Neste trabalho com J.
pectoralis foi verificado correlacdo positiva entre o conteudo de boro nas folhas e o
acumulo de cumarina. Entretanto, estudos tém demonstrado que uma maior
producdo de fenilpropanoides esta relacionada a deficiéncia de B (CAMACHO-
CRISTOBAL et al., 2002; SETH; AERY, 2014; AHMED et al., 2016).
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Em contrapartida, foi verificado que o magnésio apresenta correlacao
negativa forte relacionada ao acumulo de cumarina. De fato, tem sido demonstrado
que baixas concentracdes de Mg aumentam o acumulo de compostos fendlicos
(AKULA; RAVISHANKAR, 2011).

Os dados de correlacdo obtidos estdo de acordo com as andlises de
nutrientes realizadas. O tratamento que proporcionou maior acimulo de cumarinas
(controle, sem adi¢do de calcéario) apresentou os maiores teores de K, B, Mn e Zn
nas folhas (Tabela 7). Da mesma maneira, menor acimulo de Mg foi observado em

folhas de plantas cultivadas sem a calagem.

Tabela 7 - Valores de nutrientes encontrados parte aérea seca de J. pectoralis de acordo com
0s niveis de saturacéo por base (V%)

Niveis de saturacéo por base de solo (V%)

Nutrientes 17 40 60 80 100
N 2201 1829 2014 1928 22.13
P 0,92 0,61 0,67 0,73 0,73
K 2029 1836 11,13 14,50 15,47

Ca 1570 2446 1638 18,02 21,16
Mg 3,68 13,02 8,86 9,00 11,40
s 0,73 0,86 0,68 0,89 0,68
Fe 43240 919,30 324,80 76530  1183,30
Mn 7400 2580 10,20 12,20 13,20
Cu 4,20 4,00 4,60 3,50 3,70
Zn 4400 2450 17,60 24,10 20,30
B 5253 47,68 50,07 4973 46,18

Valores de macronutrientes sdo expressos em g.Kg™ de parte area seca e de micronutrientes em
mg.Kg! de parte aérea seca.

6.2 Experimento 2: Avaliacdo do efeito de diferentes doses de adubacéo e
calagem no acumulo de cumarinas e no crescimento de parte aérea de

Justicia pectoralis

A adubacédo realizada com esterco bovino (Figura 16) nado interferiu

significativamente no comprimento da parte aérea de J. pectoralis (Figura 12),
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apesar de ter sido observada uma tendencia no aumento do comprimento na maior

dose de esterco utilizada.

Figura 12 - Comprimento (cm) da parte aérea de plantas de Justicia pectoralis em funcédo das
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Houve diferenca significativa nimero de brotacdes a partir de 40 t.ha! e uma

tendéncia no aumento dessa variavel conforme a quantidade de esterco bovino foi

aumentando, até 80 t.ha! (Figura 13).

Figura 13 - Nimero de brotacdes em funcéo das diferentes doses de esterco bovino (t.ha™)
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A maior producdo de massa fresca e seca da parte aérea foi obtido em
plantas cultivadas com 60 t.ha?! de esterco bovino (20,98 g e 4,91 g,
respectivamente - Figuras 14 e 15). A partir da derivagédo da equagéo da curva,
verificou-se que a melhor dose para obtengcédo de maior acumulo de massa fresca
é 65,45 t.ha' o que equivale a 785,40 kg.ha* de N orgéanico; 458,15 kg.ha'! de P
organico e 261,80 kg.ha' de K organico. O célculo realizado a partir da derivacéo
da equacdo da curva mostrou que o maior acimulo de massa seca é 61,25 t.ha
de esterco bovino, o que equivale a 735,00 kg.ha' de N organico; 428,75 kg.ha
de P organico e 245,00 kg.ha' de K orgéanico.

Estudos anteriores realizados com adubacdo de J. pectoralis, mostraram que
adubacdes realizadas utilizando esterco bovino e NPK inorganico nao afetaram a
produgdo de massa seca (BEZERRA et al., 2006). No entanto, os resultados
obtidos no presente trabalho apontam um incremento na biomassa até a dose de

60 t.hal de esterco bovino (ou 61,25 t.ha-1, referente ao valor calculado).

Figura 14 - Massa fresca (g) das plantas de Justicia pectoralis em func¢é&o das diferentes doses
de esterco bovino (t.ha?)
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Figura 15 - Massa seca (g) das plantas de Justicia pectoralis em funcédo das diferentes doses
de esterco bovino (t.ha?)
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Figura 16 - Plantas aleatOrias do experimento com dose de esterco bovino na colheita

0,0 tha' 20,0 t.ha' 40,0 t.ha' 60,0 tha' 80,0 tha'
Pauline Zonta de Lima - 2017

O acumulo de cumarina na parte aérea de J. pectoralis em funcdo das
diferentes doses de esterco utilizadas foi inversamente proporcional ao
crescimento geral da planta, ou seja, maior acumulo foi observado em plantas
cultivadas sem adi¢cao de esterco bovino (7,10 ug, Figura 17) e, quanto maior a

concentracao de adubo, menor o acumulo dessa substancia.
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Figura 17 - Teor de cumarinas (ug.mg™’ de extrato) em parte aérea de plantas de Justicia
pectoralis cultivadas com diferentes doses de esterco bovino
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Em relacdo ao acumulo de cumarina (Figura 18) verificou-se uma correlagéo
forte para o nutriente B e uma correlagcdo negativa muito forte para o N. Nos
experimentos de calagem e adubacdo organica, verificou-se que o boro esta
fortemente relacionado com a biossintese de cumarina na parte aérea de J.
pectoralis.

Quanto ao nitrogénio, foi observado que o excesso deste na parte aérea inibiu
a biossintese de cumarina por J. pectoralis. O excesso deste nutriente na parte
aérea na forma de nitrato ou nitrato de aménio, ocasiona uma inibicao da atividade
da Rubisco, levando a uma diminuicdo drastica de determinados metabolitos
secundarios como a cumarina (MARSCHINER, 2012).
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Figura 18 - Correlacdo simples de Pearson entre nutrientes presentes na parte aérea de
Justicia pectoralis nos tratamentos com doses de esterco bovino em relagdo ao
teor de cumarina
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O tratamento que proporcionou maior acumulo de cumarinas (controle, sem
adicao de calcario) apresentou os maiores teores de B nas folhas (Tabela 8). Da
mesma maneira, menor acumulo de N foi observado em folhas de plantas

cultivadas sem a calagem.

Tabela 8 - Valores de nutrientes encontrados parte aérea seca de Justicia pectoralis de
acordo com as doses de esterco bovino

Doses (t.ha?)

Nutrientes 0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
N 18,71 27,25 28,32 33,87 35,22
P 0,70 2,28 2,35 2,28 1,55
K 19,81 34,76 38,14 36,69 26,08
Ca 19,56 24,26 24,58 24,74 16,00
Mg 9,68 13,88 13,56 13,60 8,28
S 1,27 1,29 1,23 1,34 1,17
Fe 1114,60 1891,30 1483,60 432,40 722,30
Mn 12,60 16,90 23,00 16,00 11,60
Cu 5,60 8,30 8,20 8,50 5,30
Zn 30,20 31,50 67,30 27,30 12,00
B 58,22 47,34 42,60 51,47 44,53

Valores de macronutrientes sdo expressos em g.Kg de parte area seca e de micronutrientes em
mg.Kg! de parte aérea seca.
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6.3 Experimento 3: Avaliacdo de dois gendtipos de Justicia pectoralis
cultivadas nos municipios de Loc2-SP e Loc1-MG no crescimento de

parte aérea e acumulo do teor de cumarinas

O experimento de cultivo J. pectoralis em duas localidades (Locl e Loc?2)
utilizando dois genotipos (Jpl e Jp2) mostrou que ndo houve diferenca estatistica
entre 0s genotipos quanto aos parametros avaliados, ou seja, 0 comprimento de
parte aérea e da raiz, o diametro de parte aérea, a massa fresca de parte aérea e
da raiz, bem como a massa seca de parte aérea e da raiz (Tabela 9).

Quanto a influéncia da localidade, em relacdo aos mesmos parametros
analisados, observou-se que em Loc2 houve maior producao de biomassa, quando
comparada a Loc1(Tabela 9).

O teor de cumarina, no genétipo Jpl, ndo variou entre as localidades avaliadas
(Loc2 34,50 pg e Locl 21,84 ug, Tabela 9). No entanto, maior acumulo desse
metabdlito foi verificado no gendtipo Jp2 cultivado em Loc2 (40,20 pg), quando
comparado ao cultivado em Locl (23,81 ug).

Em relacédo a umbeliferona o gendétipo Jpl cultivado em Locl apresentou maior
acumulo (4,33 ug) quando comparado com plantas do mesmo gendétipo cultivado
em Loc2 (2,39 pg) e quanto ao gendtipo Jp2 em ambas as localidades o teor desse

metabolito ndo diferiu estatisticamente (Loc2 3,76 ug e Locl 4,30 pg).
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Tabela 9 - Comprimento e didametro de parte aérea (cm), massa fresca e seca de parte aérea

e raizes (g), teor de cumarina e umbeliferona (ug.mg~ de extrato) de dois genétipos
Jpl e Jp2 cultivados em Locl e Loc2

L ) Gendtipo
Variaveis Localidade
iavei i Ip1 Ip2
Comprimento de Locl 9,90b A 9,61bA
parte aérea Loc2 1191aA 12,26 a A
Diametro de Locl 11,46 b A 11,57 b A
parte aérea Loc2 16,51a A 16,89 a A
Massa fresca Locl 6,24 b A 6,1262 b A
de parte aérea Loc2 15,33 aA 14,86 a A
Massa fresca Locl 1,64b A 1,6087 b A
de raiz Loc2 425aA 4365 aA
Massa seca de Locl 154b A 1,7062 b A
parte aérea Loc2 2,13aA 2,3262a A
Massa seca Locl 0,60b A 0,6212b A
deraiz Loc2 0,90a A 0,9962 a A
Teor de Locl 21,84 a A 23,81 b A
cumarina Loc2 3450aA 40,20 a A
Teor de Locl 433aA 430aA
umbeliferona Loc2 239b A 3,76 a A

Médias seguidas de mesma letra na coluna (mindscula) e na linha (maildscula) ndo diferiram
significativamente entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

A menor producdo de biomassa de plantas de J. pectoralis cultivadas em Locl
pode estar relacionada ao pH do solo, o qual estava 7,3, ou seja, acima da faixa
otima de absorcéo de nutrientes (5,5 - 6,5), principalmente dos micronutrientes Mn
e B e do macronutriente P (TAIZ et al., 2017). O fosforo, especialmente, precisa ser
absorvido pela planta em grandes quantidades devido a sua ligacdo com o
metabolismo primario, com a formagédo de DNA, RNA, ATP, além de ser substrato
ou produto em diversas reacdes enzimaticas (MARSCHINER, 2012). Sua
deficiéncia provoca um atrofiamento de parte aérea e raiz, o que € constatado nos
resultados verificados na Tabela 10 (TAIZ et al., 2017).
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O manganés, por sua vez, € responsavel pela ativacdo de inUmeras enzimas
da via do chiquimato e da biossintese de aminoacidos aromaticos, entre outros
produtos secundéarios. Além disso, é atribuido ao Mn a estabilizacdo da
conformacéao ativa de fenilalanina amoénia-liase (PAL) (MARSCHINER, 2012).

O boro esta envolvido em varias vias metabdlicas e sua escassez, ou a
deficiéncia, resulta em um "efeito cascata" que ocorre pela interrupcéo de ciclos
importantes de producdo de metabolismo primario.

O fato do elevado pH do solo ser um dificultador para a absorgéo do boro pode
ter influenciado na menor producdo de cumarina detectada no gendtipo Jp2
cultivado em Locl, considerando que foi constatado uma correlacao forte positiva
entre o elemento boro e o metabdlito cumarina (Figura 22 e 13).

Um dado importante observado no experimento realizado com os dois
genatipos, em dois locais diferentes, € que no solo de Locl o V% foi alto (89) e as
plantas apresentaram maior teor de umbeliferona, em relacdo a plantas cultivadas
em Loc2, cujo V% foi baixo (17). Quanto a cumarina o acumulo foi inverso, sendo
0 maior teor obtido em plantas cultivadas em solo com V% foi baixo.

No experimento envolvendo dois genétipos e duas localidades, a produtividade
do Jp2 cultivado em Loc2 foi de 92,00 Kg.ha! de massa seca de parte aérea, de

30,67 Kg.ha! de extrato e 1,23 Kg.ha! de cumarina.

6.4 Experimento 4: Avaliacdo de diferentes niveis de sombreamento no

crescimento de parte aérea e teor de cumarinas em Justicia pectoralis

O comprimento da parte aérea de plantas desenvolvidas em area sombreada
foi maior, o que era esperado pelo efeito natura de estiolamento de plantas
desenvolvidas em condigdo de sombra. O comprimento da raiz e o didmetro da
parte aérea ndo apresentaram diferenca estatistica, enquanto a massa fresca e
seca de parte aérea e raiz foram maiores em plantas que crescerem a pleno sol
guando comparadas ao ambiente com 80% de sombreamento.

O teor de cumarina e umbeliferona responderam de forma diferente de acordo
com os tratamentos. A pleno sol e em 50% de sombreamento houve maior

acumulo de cumarina quando comparado a 80% de sombreamento. Quanto a
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umbeliferona, o maior teor foi obtido em plantas que cresceram em ambiente com
80% de sombreamento, ocorrendo uma diminuicdo de umbeliferona com o

aumento da luminosidade (Tabela 10).

Tabela 10 - Comprimento e didmetro de parte aérea (cm), massa fresca e seca de parte aérea

e raizes (g), teor de cumarina e umbeliferona (ug.mg™ de extrato) nos diferentes
niveis de sombreamento

o Sombreamento
Variaveis
Pleno sol 50% 80%
Comprimento de
i 21,00 b 27,07 a 31,03 a
parte aérea
Comprimento de
_ 22,56 a 21,00 a 21,97 a
raiz
Diametro de
i 24,77 a 30,90 a 28,10 a
parte aérea
Massa fresca
) 64,68 a 48,74 ab 26,23 b
de parte aérea
Massa fresca de raiz 12,83 a 3,25b 297b
Massa seca
] 1493 a 13,86 a 6,04 b
de parte aérea
Massa seca
. 6,46 a 1,63 b 1,77 b
de raiz
Teor cumarina 57,90 a 39,60 a 18,13 b
Teor umbeliferona 297c 460b 6,34 a

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferiram significativamente entre si, ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste Tukey.

Resultados encontrados na literatura com plantas de outras familias como por
exemplo Mikania glomerata e Melittis melissophyllum indicam que o teor de
cumarina varia de acordo com sazonalidade, 6rgdo vegetal, e a posi¢cao da folha
no caule (PEREIRA et al., 2000; CASTRO et al. 2006; MAGGI et al., 2011).

Os resultados obtidos neste trabalho com Justicia pectoralis no experimento
realizado com sombreamento corroboram com os obtidos por Bertolucci et al.,
(2013) com Mikania laevigata. Os autores verificaram que no inverno o maior

acumulo de cumarina ocorreu em plantas cultivadas a pleno sol quando comparada
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com 40 e 80% de sombreamento. Considerando que as condi¢fes climaticas e més
de colheita dos dois experimentos sdo semelhantes, pode-se inferir que
possivelmente h4 uma relacdo entre 0 acumulo de cumarina e a intensidade
luminosa.

A analise realizada por CLAE-DAD-EM confirmou que as substancias
umbeliferona e cumarina realmente estdo presentes nos extratos avaliados e que
além destes compostos h& trés outras substancias que deverdo ser alvo de
investigacdo fitoquimica, pois encontra-se presentes nos extratos de forma

constante, independente dos niveis de sombreamento (Figura 19).

Figura 19 - Cromatogramas CLAE-DAD-EM dos padrdes de referéncia: (a, al e a2)
umbeliferona (b, b1l e b2), cumarina com os respectivos espectros de UV (ultra-
violeta) e MS (massa) e extratos de Justicia pectoralis cultivado a pleno sol (¢) com
50 % de sombreamento (d) e 80% de sombreamento (e)
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6.5 Producéao de extrato

A relacdo droga vegetal/derivado (RDD) dos diversos extratos hidroalcoolicos
produzido com plantas de Justicia pectoralis submetidas aos varios tratamentos
encontram-se descritos na tabela 11. Os tratamentos com nivel de saturacéo por
base de solo (V%) e doses de adubacdo com esterco bovino produziram maior
RDD e a menor relagéo droga vegetal/derivado foi registrada no tratamento com o
genotipo Jp2 cultivado em Loc2.

Tabela 11 - Relacdo droga/derivado dos extratos produzidos de plantas de Justicia
pectoralis submetidas aos varios tratamentos

Extratos hidroélcoolicos Relagéo droga/derivado
Nivel de saturacdo por base de solo (V%) 15,0:1
Doses de adubacéo com esterco bovino 18,8:1
Genotipo Jpl Locl-MG 58:1
Genotipo Jp2 Locl-MG 6,3:1
Gendtipo Jpl Loc2-SP 571
Gendtipo Jp2 Loc2-SP 3,1:1
Pleno sol 6,3:1
50% de sombreamento 6,3:1
80% de sombreamento 7,9:1

TOTAL 18,8-3,1:1

Na relacdo droga/derivado pleno sol a proporcéo foi de 6,3/1, em 50% de
sombreamento obteve a proporcao de 6,25/1, e 80% de sombreamento 7,9/1.

Em ambos locais analisados o genoétipo Jp2 obteve uma melhor relacéo
droga/derivado. Em Loc2 produziu a melhor proporcéo (3,13/1) quando comparado
com o gendtipo Jpl na mesma localidade (5,68/1). Igualmente em Locl, em que
Jp2 (5,75/1) foi superior em comparagdo a relacdo encontrada no genotipo Jpl
(6,25/1).
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7 CONCLUSAO

Em todas as condi¢des de cultivo apresentadas nesse trabalho, as plantas
produziram cumarina,

O teor de cumarina nas plantas néo foi influenciado pela calagem e nem pela
adubacao com esterco bovino;

Os dois genotipos avaliados, independente do local, ndo apresentaram
diferengas, entre si, quanto ao crescimento e acumulos de massa fresca e
seca;

Na avaliacao entre os genétipos o Jp2 cultivado em Loc2 produziu maior teor
de cumarina enquanto, o Jpl cultivado em Locl acumulou mais
umbeliferona;

O nivel de sombreamento interferiu na producéo de fitomassa e no teor dos
metabolitos avaliados;

Frente aos resultados obtidos neste trabalho, indicamos o cultivo de Justicia
pectoralis em Loc2, a pleno sol e sem adi¢ao de calcario ou adubacéo;
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