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RESUMO

Silva, J. G. Analise Quimico-Morfoldgica de Hyptis Jacg. e Hypenia (Mart. ex Benth.) R.
Harley (Lamiaceae). 2012. 90f. Tese (Doutorado) — Instituto de Quimica, Universidade
Federal de Goias, Goiania — GO.

O Cerrado é a segunda maior formacéo vegetal brasileira, ocupando 24% do territério
nacional. No entanto, restam apenas 61% de areas preservadas de Cerrado. Desta
forma, estudos para caracterizacdo e preservacdo desta rigueza natural sado
necessarios. Com este intuito, reavaliou-se a relacdo sistemética entre 88 espécies de
Hyptis Jacg. com base em caracteres morfologicos e reprodutivos (capitulo 1). A
andlise estatistica multivariada foi aplicada para determinar o padrdo de distribuicdo
dos taxa com o objetivo de se realizar uma analise fenética. As relacdes entre os taxa
estudados foram expressas pelo agrupamento hierarquico de Ward utilizando a anélise
de correspondéncia multipla com base em 50 caracteres distribuidos em 168 estados
dos caracters. O mapa perceptual mostrou a subdivisdo de Hyptis em duas grandes
classes. A classe | foi formada por 41 taxa pertencentes as secbes Cyanocephalus,
Cyrta, Gymneia, Mesosphaeria, Polydesmia e Tricosphaeria, as quais demostraram
bracteas linares alongadas e elipticas, curvatura do tubo do calice acima do limbo,
orificio do tubo do calice obliquo, bem como nuculas suaves. A classe Il contou com 47
taxa das secdes Apodotes, Eriosphaeria, Hyptis, Induratae, Pachyphyllae, Pusilae e
Xylodontes. Suas principais caracteristicas morfolégicas incluiram cimas hemisféricas
ou subglobosas, presenca de um estilopddio, nuculas levemente rugosas e ndculas
truncadas no apice. A andlise de agrupamento focada em 6 dos caracteres
morfologicos, previamente distinguidos pela andlise de correspondéncia discriminante,
revelou a mesma similaridade entre os taxa, sugerindo a divisdo de Hyptis em 2
subgéneros. Procedeu-se também a analise multivariada da composi¢cdo quimica dos
Oleos essenciais de 13 espécies de Hypenia (capitulo 2). Os resultados indicaram a
presenca de 2 grupos de Oleos em relacdo as secdes botanicas das amostras. O
primeiro grupo (classe 1) incluiu as 3 espécies da secdo Densiflorae em adicdo a H.
subrosea Harley e H. aristulata (Epl.) R. Harley, o qual foi caracterizado pelo maior
percentual de a-muurolol (5,85 + 3,08%). Na classe Il, com 8 espécies da secédo
Laxiflorae, os principais constituintes discriminantes foram o (E)-cariofileno (7,09 +
4,88%), germacreno D (18,1 + 11,4%) e o biciclogermacreno (6,65 = 1,19%). Todos os
Oleos essenciais apresentaram predominantemente sesquiterpenos, tais como
espatulenol (4,5-31,6%), 6xido de cariofileno (2,2-14,4%) e selin-11-en-4a-ol (0-34,8%).
Os agrupamentos foram idénticos quando utilizada a anélise multivariada baseada nos
esqueletos carbdnicos dos constituintes quimicos ou utilizando 18 caracteres
morfologicos das folhas das espécies.

Palavras-chave: Hyptis, Hypenia, Lamiaceae, 0leo essencial, variabilidade quimica,
quimiotaxonomia, analise multivariada.
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ABSTRACT

Silva, J. G. Chemomorphological analysis of Hyptis Jacq. and Hypenia (Mart. ex Benth.)
R. Harley (Lamiaceae). 2012. 90f. Thesis (PhD) — Instituto de Quimica, Universidade
Federal de Goiéas, Goiania — GO.

Cerrado is the second largest Brazilian biome, occupying about 24% of the country.
However, there are only 61% of preserved Cerrado areas. Therefore, studies are
needed in order to preserve these natural resources. For this purpose the reassessment
of systematic relationships between 88 taxa of Hyptis Jacq. were based on the
vegetative and reproductive morphological characters (chapter 1). In order to perform a
phenetic study, multivariate statistical analysis were used for determination of taxa
distribution patterns. The relationships between the examined taxa have been
expressed as Ward hierarchical clustering using multiple correspondence analysis of 50
characters distributed into 168 character states. The perceptual map shows a
subdivision of Hyptis into two major clusters. Cluster | contained 41 taxa belonging to
sections Cyanocephalus, Cyrta, Gymneia, Mesosphaeria, Polydesmia and
Tricosphaeria which mainly showed elongated, elliptic, linear bracts, curvature of the
calyx's tube upper limb, oblique calyx tube orifice, as well as smooth nutlets. Cluster Il
contained 47 taxa from sections Apodotes, Eriosphaeria, Hyptis, Induratae,
Pachyphyllae, Pusilae and Xylodontes. Their main morphological characteristics
included hemispheric or subglobose cymes, the presence of a stylopodium, slightly
rough nutlets and nutlets truncate at apex. Cluster analysis focused on 6 of the
morphological characters which were distinguished by discriminant correspondence
analysis, revealed similar traits. Multivariate analyses were also applied in the essential
oil chemovariations of 13 Hypenia species (chapter 2). The results revealed the
presence of two taxonomic clusters. Cluster | included 3 species belonging to section
Densiflorae in addition to H. subrosea Harley and H. aristulata (Epl.) R. Harley, and
showed the highest percentages of a-muurolol (5.85 £ 3.08%). In Cluster I, which
contained 8 species belonging to section Laxiflorae, the major discriminant constituents
were (E)-caryophyllene (7.09 + 4.88%), germacrene D (18.1 + 11.4%) and
bicyclogermacrene (6.65 + 1.19%). All essential oils showed a predominance of
sesquiterpenes, such as spathulenol (4.5-31.6%), caryophyllene oxide (2.2-14.4%) and
selin-11-en-4a-ol (0-34.8%). Furthermore, identical clusters were revealed by
multivariate analysis of chemical constituents based on carbon skeletons, as well as on
18 morphological leaf characters of the species studied.

Keywords: Hyptis, Hypenia, Lamiaceae, essential oil, chemical variability,
chemotaxonomy, multivariate analysis.



1 INTRODUGCAO GERAL

O Brasil € o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo, contando
com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 a
550.000 (Dias, 1996; Giulietti et al., 2005). Uma importante fonte dessa diversidade € o
Bioma Cerrado que se localiza principalmente no Planalto Central do Brasil e ocupa
24% do territorio nacional (pouco mais de dois milhdes de quildmetros quadrados). E a
segunda maior formacéo vegetal brasileira e a savana tropical mais rica do mundo em
biodiversidade. Além disso, o Bioma Cerrado é favorecido pela presenca de diferentes
paisagens e de trés das maiores bacias hidrograficas da América do Sul. Concentra
nada menos que um terco da biodiversidade nacional e 5% da flora e da fauna
mundiais (Ribeiro e Walter, 1998; Embrapa, 2011).

Entretanto, o ritmo atual de extingdo de plantas é cerca de 50 a 100 vezes maior
gue as taxas meédias observadas no passado mais préximo (Soulé, 1991; Machado,
2006). Segundo estudos atuais, restam apenas 61,2% de areas preservadas do
Cerrado, distribuidas no Planalto Central e no Nordeste, estando a maior parte na
regido meio-norte, nos estados do Maranhéo e do Piaui (Embrapa, 2011). As principais
causas da perda da diversidade genética tém sido associadas a destruicdo e a
fragmentacdo dos ecossistemas e aos estresses ambientais como a poluicdo e as
mudancas climaticas globais (Baur e Schmid, 1996; Brasil, 2010). Esse quadro
demonstra que € necessario estabelecer estratégias para caracterizar e conservar a
diversidade genética vegetal (Guerra e Nodari, 2004). Levando-se em consideracao
que uma das principais caracteristicas da biodiversidade € a distribuicdo relativamente
desigual dos seus componentes no espaco geografico (Guerra e Nodari, 2004), os
estudos regionais de caracterizagdo e identificagdo de espécies nativas se tornam

vitais para entender e preservar essa riqueza.



1.1 Sistemética vegetal e quimiotaxonomia

A utilizacdo da morfologia na sistematica vegetal ocorre ha cerca de 150 anos e
€ util tanto para a identificacdo pratica quanto para as relacdes filogenéticas. A
morfologia pode fornecer subsidios valiosos para o estudo de uma determinada
espécie. A pesquisa fitoquimica de Oleos essenciais, baseadas nas informacdes
etnofarmacoldgicas, € importante para a busca e descoberta de novos agentes
antiinfecciosos a partir de compostos especiais, sintetizados pelas plantas superiores
(Kloucek et al., 2005).

Embora trabalhos de taxonomia molecular, utilizando sequenciamento de DNA
em cloroplasto, estejam se tornando cada vez mais numerosos (Olmstead et al., 1992;
Blaxter, 2004), os produtos do metabolismo especial continuam sendo utilizados em
estudos visando o estabelecimento de relacbes filogenéticas. A presenca de certos
metabdlitos indica claramente que as espécies que 0s sintetizam possuem uma rota
biossintética especifica e gene, ou conjunto de genes especificos controlando essa
rota, estando os produtos presentes em alta ou baixa concentracdo (Ferreira et al.,
1998; Wink, 2003).

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas. A producao de 6leos essenciais esta relacionada com
as caracteristicas evolutivas e demonstra as tendéncias biossintéticas de varias
familias de plantas. A composicdo quimica do 6leo volatil de um vegetal é determinada
geneticamente, sendo geralmente especifica para um determinado Orgao e
caracteristica para o seu estagio de desenvolvimento (Sim&es e Spitzer, 2004).

Durante a evolucdo das espécies pode ocorrer que grupos ndo relacionados
apresentem similaridades morfolégicas. Isso € chamado de “convergéncia” ou

“paralelismo”. Por outro lado, pode ocorrer “divergéncia”, onde plantas intimamente



relacionada dao origem a descendentes diferenciados (Gottlieb et al., 1996). Esses
fenbmenos muitas vezes causam dificuldades em estudos taxondmicos. Nesses casos,
o conhecimento fitoquimico desses grupos pode ser de grande importancia.

Segundo Swain (1963), a existéncia de um padrdo comum no metabolismo
especial pode promover evidéncias mais corretas de parentesco quando comparada as
similaridades morfolégicas, que podem ser devidas a ancestrais comuns ou a evolucao
convergente.

A classificacdo vegetal associada a variabilidade quimica dos individuos é o
objeto de estudo da quimiotaxonomia. A ocorréncia de quimiotipos, ou racas quimicas,
é frequente em plantas ricas em 6leos volateis; seriam aqueles vegetais botanicamente
idénticos, mas que se diferem quimicamente. Outros fatores responsaveis pela
variabilidade quimica encontrada nos o6leos essenciais sdo relacionados aos fatores
bidticos (presenca de microorganismos, atague por insetos, etc.) e abidticos
(intensidade luminosa, altitude, solo, clima), como o meio ambiente no qual o vegetal

se desenvolve (Simdes e Spitzer, 2004).

1.2 A familia Lamiaceae e 0s géneros Hyptis e Hypenia

A familia Lamiaceae inclui aproximadamente 258 géneros e 7.193 espécies, com
40% delas possuindo propriedades aromaticas. Com ampla distribuicdo, tem
representacéo cosmopolita como Salvia e Scutellaria, sendo especialmente abundante
na regido do Mar Mediterraneo (Harley, 1988; Hedge, 1992; Malendo et al., 2003).
Suas espécies crescem em diferentes ambientes, compreendendo da regi&o Artica ao
Himalaia, da regido sudeste da Asia ao Havai, Australia e Africa (Heywood, 1978). Os
seus representantes constituem uma familia tipica do Cerrado brasileiro, habitando

areas quentes em todo o mundo (Harley, 1988).



Mais da metade das espécies dessa familia esta restrita a somente 8 géneros:
Salvia (500), Hyptis (350), Scutellaria, Coleus, Plectranthus e Stachys (200 espécies
cada), além de Nepeta (150) e Teucrium (100). No Brasil, as informacgdes floristicas e
taxondémicas relativas a Lamiaceae sdo bastante amplas, registrando-se grande parte
das novas espécies (Almeida e Alburquerque, 2002).

Espécies de Hyptis Jacg. sdo encontradas desde o sul dos Estados Unidos,
passando pela América Central e Caribe, até o sul da Argentina (Epling, 1949). Esse
género € um membro da subtribo Hyptidinae, tribo Ocimeae, que é composta por 8
géneros com um pequeno numero de espécies: Eriope (30), Eriopidium (1),
Marsypianthes (6), Peltodon (5), Raphiodon (1), com a maioria possuindo seu centro de
diversidade nos Cerrados da regido Centro-Oeste. Harley (1988) propés 2 novos
géneros baseando-se em critérios como 0 numero de cromossomos, morfologia do
pélen e ramos, além de caracteres tradicionais: Hypenia (24) e Hyptidendron (16),
ambos com espécies até entdo formalmente incluidas em Hyptis.

Varios representantes de Hyptis tém uso na medicina tradicional e apresentam
importantes atividades biologicas (Harley e Reynolds, 1992). Seus constituintes volateis
contém um grande numero de terpendides, que apenas recentemente comecaram a
ser descritos, apesar de serem potencialmente exploraveis, devido a suas propriedades
carminativa, analéptica, sedativa e narcética, antifungica, antireumatica, citotdxica,
além de inibir gastrites e Ulceras, entre outras (Septimio, 1994).

Por outro lado, o género Hypenia, que possui seu centro de diversidade no
Cerrado de Goias (Faria, 2008), tem sido estudado apenas sob o ponto de vista
taxondémico (Harley, 1988), sendo que estudos relacionados a anatomia e fitoquimica

do género ndo sao encontrados na literatura especializada (Faria, 2008).



1.3 Analise multivariada aplicada a quimica de produtos naturais

A propria natureza € de caracteristica multifatorial. Numerosos processos
bidticos e abidticos interagem entre si, contribuindo para a formacédo de padrdes
estruturais, espaciais e temporais nas comunidades bioldgicas. Detectar e descrever
esses padrbes, bem como formular hipéteses sobre as possiveis causas que 0s regem,
constitui os principais objetivos das técnicas de analises multivariadas aplicadas a
ecologia quimica. Essas técnicas estatisticas tém por objetivo a analise de grandes
tabelas de dados, visando descrever sua estrutura e a quantificacdo do grau de
associacao entre variaveis e objetos. Além disso, permitem evidenciar e hierarquizar os
fatores responsaveis pela variabilidade dos dados e da estrutura do sistema estudado
(Valentin, 2000).

As chaves de identificacdo botanica geralmente séo feitas de maneira cladistica.
Elas ndo permitem a avaliacdo global dos dados, o que seria util para uma comparacéo
mais adequada entre as espécies. Neste trabalho, os dados morfolégicos utilizados na
caracterizacdo de 88 espécies de Hyptis e do grupo externo Eriope crassipes Benth.
(Lamiaceae), foram avaliados por métodos estatisticos multivariados, no intuito de
contribuir para um melhor ordenamento das espécies estudadas. Também foram
avaliadas a composicao e variabilidade quimica dos 6leos essenciais de 13 espécies
de Hypenia, bem como o estudo das correlacdes entre os esqueletos carbdnicos dos
constituintes quimicos volateis e de 18 caracteres morfologicos das folhas, visando
contribuir para a ecologia quimica dos géneros de Lamiaceae.

A composicao e os teores dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais e 0s
caracteres morfolégicos foram submetidos as analises de Componentes Principais
(ACP) e de Correspondéncia Mudltipla (ACM), além da Analise de Agrupamento

Herarquico (HCA), objetivando-se a identificacdo de classes naturais das espécies e a



identificacdo dos constituintes quimicos e caracteres morfologicos discriminantes para
cada grupo de individuos, contribuindo assim para a taxonomia numeérica e

guimiotaxonomia dos géneros, até o0 momento ndo avaliadas.

1.4 Experiéncias anteriores do nosso grupo de pesquisa

Resultados obtidos em projetos integrados evidenciaram a variabilidade quimica
e a potencialidade bioldgica de espécies nativas do Cerrado, seja na avaliacdo da acéo
antimicrobiana frente a bactérias e fungos sistémicos humanos, entre outras atividades
bioldgicas potenciais (Santos et al.,, 2007), seja no uso de variaveis edafoclimaticas
como indicadoras da plasticidade quimica fenotipica infraespecifica (Curado et al.,
2006; Silva et al., 2007; Lyra et al., 2008).

Resultados preliminares de nosso grupo (Azevedo et al., 2001; 2002; Oliveira et
al., 2005) demonstraram que 0s Oleos essenciais de Hypenia apresentaram uma
composicao quimica similar a de espécies do género Hyptis, previamente investigadas.
Seus constituintes apresentaram um conteldo normalmente elevado de
sesquiterpenos, apesar de diferirem substancialmente no conteldo de monoterpenos.
Tais variagcbes podem resultar de mecanismos genéticos (e epigenéticos) ou de
respostas a pressdes ambientais (Langenheim, 1994) de forma a melhorar a adaptacao
dos diferentes individuos.

Este trabalho, além de contribuir para o entendimento taxonémico numérico dos
géneros Hyptis (Capitulo 1) e Hypenia (Capitulo 2), d4 prosseguimento a avaliacdo do
polimorfismo quimico dos 6leos essenciais de Hypenia (Capitulo 2), contribuindo para a
utilizacdo de plantas do Cerrado como fonte alternativa de compostos bioativos e

evidenciando critérios para a taxonomia desses géneros.



1.5 Justificativa para os estudos

Recentemente, 59 espéceis de Hyptis foram classificadas em funcdo de 31
caracteres taxonémicos dicotdmicos (62 estados dos caracteres), em adicdo a um
caracter multicotdmico (3 estados do caracter) e um caracter quantitativo, por meio de
5 técnicas multivariadas de classificacao, incluindo métodos divisivos e aglomerativos
(EI-Gazzar e Rabei, 2008). Tal estudo demonstrou robustez nos métodos numeéricos de
ordenamento e uma grande heterogeneidade morfolégica das espécies, o que justifica
a necessidade de uma melhor compreensao da taxonomia do género Hyptis. Este
trabalho (Capitulo 1) prop6e um estudo multivariado mais amplo, tanto em nimero de
espécies (89) quanto em quantidade de caracteristicas morfologicas (50) e estados dos
caracteres (168), no intuito de contribuir para uma melhor compreenséo taxonémica do
género Hyptis.

A estratégia de utilizacdo de terpenos como marcadores quimiotaxondmicos,
embora ja descrita (Kaplan et al., 1991; Salgueiro et al.,, 2000), é baseada,
frequentemente, apenas na analise quimica e carece da aplicacdo de técnicas de
analise estatistica multivariada. Este estudo (Capitulo 2) utiliza a estratégia de
caracterizacdo dos Oleos essenciais e morfologia das folhas, associada a analise
multivariada, com o objetivo de dar suporte a compreensao da taxonomia do género
Hypenia.

A caracterizacdo quimico-morfolégica de espécies nativas permite avaliar as
variacoes inter e intraespecificas, contribuindo na definicdo de areas e populacdes para
conservacgao in situ e ex situ (banco de germoplasma). Essa estratégia pode resultar
em um aumento substancial na informacdo agregada e, assim, na utilizagdo mais

adequada de cole¢Bes de espécies nativas medicinais aroméaticas do Cerrado.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Promover a formacédo de pesquisadores em nivel de Doutorado — e com
caracteristicas interdisciplinares — através do desenvolvimento de projetos na area de

quimiometria e quimiotaxonomia, envolvendo a analise da composi¢cdo quimica e da

variabilidade quimico-morfolégica de espécies de Hyptis e Hypenia nativas do Cerrado.
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Capitulo 1

Capitulo 1 - Andlise multivariada de caracteres da morfologia
vegetativa e reprodutiva de Hyptis Jacg. (Lamiaceae)

Publicado como: Julierme G. Silva, Heleno D. Ferreira, Maria T. Faria, Marcos A.
Schliewe, Maria H. Rezende, Suzana C. Santos, Jose C. Seraphin, Pedro H. Ferri,
2011. Multivariate analysis of vegetative and reproductive morphological characters in
Hyptis Jacq. International Journal of Botany, vol. 7, n. 1, pp. 42-52.
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1 INTRODUCAO

A familia Lamiaceae conta com aproximadamente 258 géneros e 7.193
espécies, das quais 40% possuem propriedades aromaticas. Géneros como Salvia
(500 espécies), Hyptis (350), Scutellaria, Coleus, Plectranthus e Stachys (200 espécies
cada), Nepeta (150) e Teucrium (100) tém uma distribuicdo ampla e cosmopolita,
embora lamiaceas sejam especialmente abundantes na regido mediterranica (Malendo
et al., 2003; APG II, 2003).

No Brasil, e em outras areas de Cerrado do leste da América do Sul, a familia
Lamiaceae - representada principalmente pela subtribo neotropical Hyptidinae (tribo
Ocimeae) - apresenta alta taxa de variacdo floristica e taxondmica, registrando um
grande numero de novas espécies (Almeida e Alburquerque, 2002). Além disso,
Lamiaceae sdo caracterizadas pela ocorréncia de flores esternotribicas, cujos estames
estdo mantidos no labio inferior da corola, a qual € fortemente comprimida para formar
um mecanismo explosivo de polinizacédo (Paton et al., 2004).

Oito géneros da subtribo Hyptidinae sao atualmente reconhecidos: Hyptis,
Raphiodon, Peltodon, Marsypianthes, Eriope, Hyptidendrum, Eriopidion e Hypenia. Os
géneros Hypenia (Mart. ex Benth.) R. Harley e Hyptidendrum R. Harley foram
separados de Hyptis Jacg. com base, principalmente, no nUmero de cromossomos e
caracteristicas morfolégicas. Hyptis € um grupo parafilético e estd intimamente
relacionado a Eriope (Harley et al., 2004).

O género Hyptis conta com 27 sec¢les e 37 subsecdes (Epling e Jativa, 1968).
Na regido do Cerrado brasileiro, exibe notavel diversidade morfologica, sendo
geralmente encontrado em solos oligotroficos arenosos com alto teor de aluminio.

Diversas espécies aromaticas descritas nessas areas apresentam propriedades
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medicinais e relevantes atividades farmacolégicas (Arrigoni-Blank et al., 2008; Coutinho
et al., 2009).

Recentemente, o uso de técnicas de classificacdo para taxonomia numeérica,
incluindo algoritimos aglomerativos e divisivos, sugeriu uma subdivisdo de quatro
géneros de Hyptidinae em dois grandes grupos (El Gazzar e Rabei, 2008). Tal proposta
foi baseada principalmente na natureza dicotdbmica da morfologia vegetativa e floral,
bem como na anatomia do caule das espécies estudadas. Contudo, a distribuicdo dos
estados dos caracteres entre 0os grupos nao foi descrita. Este trabalho sugere investigar
a subdivisdo de Hyptis em dois subgéneros através de um estudo utilizando um grande
namero de espécies e uma maior diversidade de caracteristicas morfoldgicas.

Neste estudo, foram analisadas as variacGes nas caracteristicas morfologicas de
12 sec¢Oes de Hyptis coletadas na regido do Cerrado goiano com o objetivo de
contribuir para a taxonomia do género, bem como para confirmar a hipotese proposta
por El Gazzar e Rabei (2008), da subdivisao de Hyptis (lato sensu) em dois
subgéneros. Assim, um total de 50 caracteristicas da morfologia floral e vegetativa,
contendo 168 estados dos caracteres, foi comparativamente registrado para 88
espécies de Hyptis. Eriope crassipes Benth. foi utilizada como grupo externo (espécie
referéncia) em todas as analises. No conjunto de espécies estudadas, encontram-se
algumas com caracteres ndo descritos ou espécies consideradas raras no Brasil

(Harley e Franca, 2009; Scarano e Martinelli, 2010).
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2 OBJETIVOS

o Aplicar as técnicas de andlise estatistica multivariada (analises de correspondéncia
multipla, de discriminante e de agrupamento hierarquico) no intuito de determinar
padrdes de distribuicdo de 88 espécies de Hyptis e 1 espécie de Eriope com base
em 50 caracteres da morfologia reprodutiva e vegetativa distribuidos em 168

estados dos caracteres.

o Avaliar o potencial de ordenacdo e classificacdo dos métodos estatisticos
comparando os resultados de similaridade obtidos aos métodos classicos,

baseados em chaves botanicas.

o Evidenciar classes (agrupamentos) naturais nas espécies de Hyptis com base nos

caracteres e estados dos caracteres morfolégicos avaliados.

o Identificar os caracteres morfologicos responsaveis pela formacdo de grupos

naturais entre as espécies estudadas.

o Comparar os resultados obtidos neste estudo aos de El-Gazzar e Rabei (2008) no
intuito de avaliar a hipétese de uma possivel divisdo do género Hyptis (stricto

sensu) em dois subgéneros, até 0 momento ndo descrita.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta, identificacéo e catalogacdo do material botanico

As partes aéreas de trés a sete individuos de cada espécie, apresentando
aproximadamente a mesma idade e no estagio florido, foram coletadas em regides
preservadas de Cerrado e identificadas pelo Prof. Dr. Heleno Dias Ferreira e pela
Profa. M.Sc. Maria Tereza Faria do Departamento de Biologia Geral do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Goias entre os anos de 2006 a 2009
(Ferreira, 2009). A delimitacao secional (Apéndice A - Tabela 1.1) foi feita de acordo
com Epling e Jativa (1968). As exsicatas dos taxa foram depositadas no Herbario da

Universidade Federal de Goias (UFG), Goiania, GO.

3.2 Anélises Morfoldgicas

As variagOes foliares foram avaliadas utilizando um estéreomicroscopio de luz
modelo Olympus SZ40. Foram avaliados 50 caracteres vegetativos e reprodutivos,
incluindo 22 caracteres dicotdbmicos e 28 caracteres multicotdbmicos, totalizando 168
estados dos caracteres (Ferreira, 2009). As caracteristicas morfoldgicas, com seus
estados dos caracteres, vegetativas e reprodutivas se encontram nas Tabelas 1.2

(Apéndice B) e 1.3 (Apéndice C), respectivamente.

3.3 Anélise multivariada aplicada aos dados morfoldgicos

A analise de correspondéncia multipla (ACM) foi aplicada para examinar as inter-

relacbes entre taxa e caracteres taxondmicos, tais como a verificagdo de

presenca/auséncia ou caracteres multicotobmicos (89 taxa x 50 caracteres / 168 estados
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dos caracteres). Os critérios morfolégicos categorizados (Apéndice D) foram
submetidos a analise multivariada usando o pacote estatistico Systeme Portable
d’Analyse des Données (SPAD, versao 5.5, 2002) do Centre International de Statistique
et d’'Informatique Appliquées-CISIA, Saint Mandé/Franca (Lebart et al., 2002).

Ajustes nos autovalores e porcentagens de inércia devido a inflacéo artificial nos
dados originais foram feitos de acordo com a técnica descrita por Le Roux e Rouanet
(2004). Com relacdo a selecdo de variaveis, os estados dos caracteres com
frequéncias acima da média (100/168 = 0,6%), nos trés primeiros autovalores, foram
retidos no conjunto de dados. Os estados dos caracteres com contribuicdo inferior a
média foram efetivamente eliminados do conjunto de dados.

A analise de agrupamento hierarquico também foi aplicada para o estudo da
similaridade entre os taxa com base na distribuicdo dos caracteres taxondmicos. O
agrupamento hierarquico foi efetuado de acordo com o método da minimizacdo do
valor do y?. Este critério de agrupamento é equivalente ao método da minimizacdo da
variancia (inércia) descrito por Ward (1963), onde cada agrupamento (classe) é
ponderado pela massa total de seus componentes (Greenacre, 2007).

A andlise dos dados foi focada na determinacdo dos estados dos caracteres,
levando-se em conta os seguintes valores de média: (1) porcentagem de taxa com o
estado do caracter no conjunto de dados global (GLA); (2) porcentagem de taxa com o
estado do caracter dentro da classe ou agrupamento (CLA) e (3) porcentagem de taxa
na classe (agrupados) que possuem o estado de caracter (MOD). Valores de p<0,05
foram considerados significativos.

A analise de discriminante foi aplicada para diferenciar taxa e classes com base

nas caracteristicas taxonémicas, as quais foram avaliadas através do SPAD.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A familia Lamiaceae est4 entre as 10 familias de plantas com o mais alto
namero de espécies ameacgadas de extingdo ou pobremente descritas, ocupando as 72
e 82 posicdes, respectivamente, na lista oficial de espécies susceptiveis da flora
brasileira (Scarano e Martinelli, 2010). Entre os géneros de Lamiaceae, Hyptis
incorporou 62% das espécies ameacadas, das quais 42,3% estdo incluidas na Tabela
1.1 (Apéndice A). Adicionalmente, a Tabela 1.1 (Apéndice A) ainda apresenta 14
espécies (taxa) que foram listadas entre as Hyptis consideradas raras no Brasil
(Giulietti et al., 2009). Assim como as quatro espécies da secdo Pachyphyllae,
encontradas nas areas mais altas da Chapada dos Veadeiros (Harley, 1986; Harley e
Franga, 2009), muitos dos taxa foram endémicos na regido central do Cerrado
brasileiro.

As espécies foram caracterizadas quanto ao conjunto de dados morfol6gicos
vegetativos (Tabela 1.2 — Apéndice B) e reprodutivos (Tabela 1.3 — Apéndice C), de
acordo com a presenca/auséncia dos estados dos caracteres. Desta caracterizacao, foi
possivel verificar gue somente H. plantanifolia apresenta base foliar atenuado-truncada,;
H. peduncularis, folhas eliptico-alongadas lineares; H. angustifdlia, folhas eliptico-
obovadas oblanceoladas; H. caprariifolia demonstra disposicdo fasciculada das folhas
nos ramos, enquanto que em H. frondosa a disposicéo € deflexa; H. rugosa é o Unico
taxon com base foliar atenuada-afilada aguda; H. interrupta apresenta bracteas eliptico-
cilindricas setacea; H. pachyphylla exibe dentes do calice achatado ovado-triangular
deltoide, enquanto que H. duplicato-dentata é o Unico tAxon que apresenta lingueta no
seio entre os dentes do célice.

Algumas espécies foram caracterizadas por ndo possuirem estados dos

caracteres gque estao presentes nas outras. Por exemplo, o célice dentado esta ausente
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apenas em individuos de H. rotunda, enquanto que pedicelo fruticoso ndo deflexo s6
nao esta presente em H. suaveolens.

Além disso, alguns estados dos caracteres estdo presentes em apenas uma das
espécies de Hyptis e no grupo externo E. crassipes, por exemplo, a forma das cimas
reduzida a uma flor (H. plectranthoides) e pedicelo fruticoso deflexo (H. suaveolens).
Outros estados dos caracteres estdo presentes apenas no grupo externo, tais como
bracteas (dibracteadas) na base do célice, tubo do célice campanulado, face interna do
calice levemente hirsuta, corola constrito-campanulada e nucula levemente alado-
achatada.

A matriz (Apéndice D) de dados morfolégicos vegetativos e reprodutivos (89
espécies x 168 estados dos caracteres) foi submetida a andlise de correspondéncia
multipla (ACM). Essa técnica descreve basicamente as relagfes entre categorias
(estados dos caracteres) e variaveis discretas (caracteres). Assim, revela a estrutura de
uma matriz ordinal complexa sem excluir qualquer informacao essencial. Além disso,
assume poucas suposicoes e restricoes (Clausen, 1998). A vantagem do uso da ACM
esta no fato de os resultados serem visualmente representados como um mapa
perceptual; adicionalmente, associacdes entre variaveis podem ser calculadas pela
analise da proximidade em um espaco bidimensional (Abdi e Valentin, 2007). O melhor
conjunto de dimensdes é determinado pelos autovalores no intervalo [0, 1] e
representam a quantidade de variacdo explicada (inércia). A soma dos autovalores é
equivalente a inércia total (variancia total) no conjunto de dados (Maraun et al., 2005).
Assim, cada dimensdo possui um autovalor e as duas dimensdes com 0sS maiores
autovalores séo escolhidas com o objetivo de explicar a maxima quantidade de inércia
(variancia).

A analise por ACM gerou uma solugdo bidimensional explicando 43,5% da

inércia na primeira dimenséao e 32,7% na segunda. O mapa perceptual (Figura 1.1)
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apresenta trés classes representando a subdivisdo de Hyptis mais 0 grupo externo
(E.crassipes). Com relacdo a primeira subdivisdo de Hyptis, a qual variou de 0,0 até
-2,4 na primeira dimensédo e -2,48 a 0,72 na segunda, os taxa foram identificados
como pertencentes as secdes Cyanocephalus, Cyrta, Gymneia, Mesosphaeria,
Polydesmia e Tricosphaeria. Na segunda classe de Hyptis, os caracteres variaram de
0,0 a 1,50 e de -0,76 a 0,36 na primeira e segunda dimensao, respectivamente, e
foram relacionados as secdes Apodotes, Eriosphaeria, Hyptis, Induratae, Pachyphylae,
Pusilae e Xylodontes. E. crassipes foi diferenciada por seus escores negativos
elevados. O dendograma de similaridade entre as espécies com base na minimizacao
da inércia (Ward, 1963) pode ser observado na Figura 1.2.

O mapa perceptual sugere uma possivel divisdo do género Hyptis em dois
grupos (subgéneros), dando suporte a proposta de El Gazzar e Rabei (2008). Nesse
estudo, os autores verificaram que espécies pertencentes a quatro géneros da subtribo
Hyptidinae, incluindo 59 espécies de Hyptis, foram distribuidos em dois grupos, com
base, principalmente, em caracteres dicotdmicos da morfologia vegetativa e floral, bem
como da anatomia do caule, embora nenhum carécter ou estado dos caracteres tenha
sido descrito como discriminante entre os taxa agrupados. Comparando os resultados
obtidos por El Gazaar e Rabei (2008) aos obtidos neste trabalho, a divisdo de Hyptis
em dois subgéneros revela uma similaridade de 62%, quando comparadas as espécies
comuns as duas pesquisas. De fato, aqueles autores afirmaram que € altamente
provavel o surgimento de dois subgéneros, independentemente das técnicas de

agrupamento utilizadas na analise.
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Figura 1.1 Gréfico de dispersdo da ACM de 88 espécies de Hyptis e E. crassipes como grupo
externo (A) pertencentes as classes | (1), Il (@) and Ill (W), com base na distribuicdo das
caracteristicas morfologicas (O). (B) Os caracteres/estados dos caracteres discriminantes (A)
estao codificados de acordo com a Tabela 1.3 (Apéndice C). As cruzes representam 0s centros

das classes e os valores entre parénteses se referem a inércia explicada em cada eixo fatorial.
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Figura 1.2 Dendograma de similaridades entre os taxa de Hyptis e E. crassipes (grupo externo)
baseado nos caracteres morfologicos vegetativos e reprodutivos pertencentes as classes: I, Il e lll.
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Verifica-se que a secdo Gymneia (classe |) difere significativamente (p<0,0001)
das secbes Polydesmia e Mesosphaeria/Trycosphaeria (Figura 1.2) devido a presenca
de vérios estados dos caracteres, principalmente (7= 55,4, CLA = 10%, GLA = 4,44%,
MOD = 66,7%) a forma setacea das bracteas eliptico-cilindricas (Tabela 1.2 — Apéndice
B). A sec¢édo Polydesmia foi significativamente (p<0,0001; MOD = 100%) caracterizada
pela presenca de flores paucifloros (* = 62,5, GLA = 15,6%, CLA 85,7%) e cimas
verticiladas (;* = 48,0, GLA = 20,0%, CLA 66,7%), enquanto que as secdes
Mesosphaeria/Trychosphaeria foram agrupadas (p<0,0001; CLA = 100%)
principalmente como resultado da forma subglobosa ou globosa das ntculas (3 = 49,5,
GLA =5,56%, MOD 62,5%) e das formas meduséide (GLA = 4,44%, MOD = 50,0%) ou
de espiga (GLA = 3,33%, MOD = 37,5%) das cimas (Tabela 1.3 — Apéndice C).

A secdo Cyanocephalus foi dividida em 3 subgrupos. A subsecdo Lobatae foi
diferenciada das outras subsecfes (p<0,0001) devido a seus estados dos caracteres
tnicos (#* = 87,0), tais como folhas partidas, margem da lamina foliar lobada e internés
abaixo da inflorescéncia n&o ceroso-inflado (GLA = 3,33%, CLA e MOD = 100%). As
subsecdes Cordifoliae/Rugosae foram agrupadas (p<0,0001; MOD = 100%) por
apresentarem apice dilatado (3* = 56,0, GLA = 11,1%, CLA = 70,0%) e orificio do tubo
do calice obliquo (4* = 20,4, GLA = 25,6%, CLA = 30,4%). Por outro lado, a subsec&o
Longifoliae apresentou caracteristicas altamente similares a secdo Cyrta. Isto se da
principalmente pelo fato da presenca da forma campanulada (p<0,008) do tubo do
célice fruticoso (4* = 10,4, GLA = 14,4%, CLA = 30,8%, MOD = 57,1%) nessa Ultima
secao (Tabela 1.2 — Apéndice B).

A classe Il revelou que a sec¢éo Eriosphaeria (subsecao Gnidiifoliae/Sessilifoliae)
foi significativamente diferente (p<0,0001) das outras se¢fes devido a forma linear-

subulada das bracteas eliptico-cilindricas (* = 56,7%, GLA = 6,67%, CLA = 83,3%,
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MOD = 83,3%), as cimas glomérulo-subcorimbosas (7* = 54,0, GLA = 10,0%, CLA =
66,7%, MOD = 100,0%), bem como & presenca (= 35,5, GLA = 14,4%, CLA = 46,2%,
MOD = 100,0%) de margens crenadas nas folhas. Muitos taxa das secdes
Pachyphyllae e H. imbricata foram agrupados com as subsecdes Passerina/Obtectae
(Eriosphaeria). Tal grupo pode ser diferenciado principalmente pela presenca de bordo
revoluto quanto & curvatura (3* = 68,0%, GLA = 5,56%, CLA = 80,0%) e pela margem
inteira da lamina foliar (;52 = 23,7%, GLA = 14,4%, CLA = 30,8%) (Tabela 1.2 —
Apéndice B). Por outro lado, as subsecfes Passerina/Obtectae foram caracterizadas
pela disposicdo das folhas nos ramos aplicada ao longo do caule (4 = 42,0, GLA =
6,67%, CLA = 50,0%, MOD = 100,0%) e por apresentarem dentes do célice achatado
ovado-triangular (4* = 21,4, GLA = 5,56%, CLA = 40,0%, MOD = 66,7%). Embora seja
descrita a possibilidade de hibridizacdo entre H. cruciformes e outros taxa de
Pachyphyllae (Harley e Franca, 2009), tal espécie néo foi agrupada com Pachyphyllae
(Figura 1.2).

As subsecBes Velutina/Graciles (secdo Eriosphaeria) foram agrupadas e
caracterizaram-se (p<0,003) principalmente devido ao &pice truncado das niculas (=
21,6, GLA = 24,4%, CLA = 31,8%, MOD = 100%), superficie levemente rugosa das
ndculas (¥ = 13,1, GLA = 26,7%, CLA = 25,0%, MOD = 85,7%) e bracteas eliptico-
ovadas linear-lanceoladas (* = 24,4, GLA = 5,56%, CLA = 60,0%, MOD = 42,9%). O
dendograma mostra que a secao Pusilae foi significativamente diferente (p<0,002)
devido as folhas eliptico-alongadas lineares (¥ = 37,4, GLA = 3,33%, CLA = 66,7%,
MOD = 66,7%) e & margem da lamina foliar inteira (> = 17,8, GLA = 14,4%, CLA =
23,1%, MOD = 100%). As secbes Hyptis, Induratae, Apodotes, Eriosphaeria (subsecao

Heterophyllaea) e Xylodontes apresentaram muitas semelhancas. A secao Xylodontes
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demonstrou a mais intensa fragmentacéo e foi agrupada com H. cruciformes (secéo
Pachyphyllae; Figura 1.2).

Estes resultados mostram que a delimitacdo de algumas espécies no
dendograma nao esta de acordo com a delimitacdo subsecional, especialmente com
relacdo aos taxa da classe Il. O dendrograma indicou maior heterogeneidade entre
algumas sec0Oes (tais como Eriosphaeria, Xylodontes e Cyanocephalus) do que entre
aguelas descritas por Epling e Jativa (1968). Contudo, outras secdes de Epling (tais
como Apodotes, Polydesmia, Mesosphaeria e Trychosphaeria) foram mais
heterogéneas do que aquelas observadas no dendograma de similaridade, revelando a
complexa toxonomia das espécies de Hyptis.

Com o objetivo de identificar os estados dos caracteres discriminantes entre os
grupos, o conjunto de dados foi submetido a andlise de correspondéncia discriminante
(ACD), a qual resume variacdes entre classes predefinidas para a classificacdo de
variaveis. A primeira ACD indicou que a subdivisdo de Hyptis poderia ser diferenciada
(p<0,0001) com base em trés caracteres morfologicos: (1) forma das cimas,
verticilastros ou hemisféricas ou subglobosas (7 = 118); (2) superficie das nuculas,
lisas ou levemente rugosas (;* = 61,2) e (3) estilopddio, presente ou ausente (% =
55,6). Adicionalmente, a segunda ACD revelou diferencas significativas (;* = 89,0,
p<0,0001) no grupo externo (E. crassipes) devido ao aspecto turbinado do tubo do
calice fruticoso e também pela presenca de bracteas dibracteadas na base do calice
(Tabela 1.3 — Apéndice C).

Desta forma, dois grupos principais de Hyptis foram identificados de acordo com
as secOes originais dos taxa: classe | (41 taxa) incluiu espécies das secbes
Cyanocephalus, Cyrta, Gymneia, Mesosphaeria, Polydesmia e Trychosphaeria (Figura
1.2). Essa classe foi principalmente caracterizada (p<0,0001, »* = 27,4) por: (1)

bracteas eliptico-alongadas lineares (GLA = 32,6%, CLA = 93,1%, MOD = 64,3%); (2)
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curvatura do tubo do calice na metade superior (GLA =24,7%, CLA = 100%, MOD

50,0%); (3) Orificio obliquo no tubo do calice (GLA = 25,8%, CLA = 91,3%, MOD

50%); (4) nuculas lisas (GLA = 55,1%, CLA = 83,7%, MOD = 97,6%); e (5) auséncia de
estilopddio (GLA = 56,2%, CLA = 82,0%, MOD = 97,6%). Por outro lado, a classe Il (47
taxa) incluiu todas as espécies de Hyptis das secdes Apodotes, Eriosphaeria, Hyptis,
Induratae, Pachyphyllae, Pusilae e Xylodontes, que apresentaram: (1) cimas
hemisféricas-subgobosas (GLA = 51,7%, CLA = 95,7%, MOD = 95,7%); (2) presenca
de estilopodio (GLA = 43,8%, 94,9%, MOD = 80,4%); (3) nuculas levemente rugosas
(GLA = 27,0%, CLA = 100%, MOD = 52,2%) e, finalmente, (4) ndculas truncadas no
apice (GLA = 24,7%, CLA = 95,5%, MOD = 45,7%) como os principais (p<0,0001, y*=
35,6) caracteres morfoldgicos (Tabela 1.3 — Apéndice C).

Neste trabalho, os resultados da analise fenética sugerem que 0s caracteres e
seus estados morfolégicos para a discriminacdo entre secdes (e subsecbes) sdo mais
eficazes quando combinados com um método multivariado de analise numérica. Por
exemplo, no dendograma, a secdo Gymneia parece estar dividida em duas subsecdes
ainda néo reconhecidas (Figura 1.1). Contudo, algumas sec¢des (tais como Polydesmia
e Mesosphaeria) mostraram alta homogeneidade no dendrograma, com uma fraca
tendéncia para a formacdo de subsecdes. Em contraste, estas mesmas secles
demonstraram alta heterogeneidade, com cada uma aparecendo em diferentes locais
nas chaves botanicas de Epling e Jativa (1968).

Essas variacbes podem ser devido a caracteristicas florais limitadas usadas
pelas chaves botanicas, enquanto que este estudo considerou as caracteristicas
morfolégicas da planta inteira. Adicionalmente, as chaves botanicas foram baseadas
em peguenas amostragens taxondmicas. Por exemplo, H. tagetifolia foi coletada em
somente trés viagens de campo, enquanto H. caduca, H. dictyoidea e H. humilis foram

reconhecidas apenas pela espécie-tipo (Harley e Franca, 2009).
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Por outro lado, as relacdes entre espécies de Hyptis do Cerrado, baseadas em
caracteristicas morfolégicas reprodutivas e vegetativas, estdo de acordo com a

delimitacdo em dois subgéneros proposta por El-Gazzar e Rabei (2008).
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5 CONCLUSOES

o A aplicacdo dos métodos de ordenacao utilizando estatistica multivariada (ACM,
HCA e ACD) foi eficiente para o estuto taxondmico numérico baseado em
caracteristicas da morfologia vegetativa e reprodutiva de espécies do género
Hyptis.

o O método apresentado por este trabalho para analise de variagdes morfolégicas
possui limitacbes para o0 uso na proposta de correlagbes evolucionarias. O
algoritimo aglomerativo de Ward pode apresentar limitacdes para a construcdo de
padrées de ramificacdo que refletem estes aspectos. Contudo, o método aqui
apresentado é superior para avaliar maiores niveis de variacdo, visto que o
algoritimo cladistico ndo é bem adequado para o estudo nestes niveis (Scotland et
al., 1995).

o Atécnica de Analise Discriminante utilizada (ACD) foi eficiente para a determinacéo
dos caracteres e estados dos caracteres responsaveis pela separacao dos taxa em
duas classes (Hyptis), em adicdo ao grupo externo (E. crassipes).

o Os estudos deste trabalho revelaram uma subdivisdo natural das espécies de
Hyptis em dois grupos, o que apoia uma possivel subdivisdo taxonémica em dois
subgéneros ainda nao reconhecidos.

o Os resultados deste trabalho estdo de acordo com aqueles obtidos por El Gazzar e

Rabei (2008) e dao suporte a hipétese da subdivisdo de Hyptis em dois

subgéneros.



29

REFERENCIAS

ABDI H.; VALENTIN, D. 2007. Multiple Correspondence Analysis. In: Encyclopedia of
Measurement and Statistics, Salkind, N. J. (Ed.). Sage, Thousand Oaks, California, p.
651-657.

ALMEIDA, C. F. C. B. R,; ALBUQUERQUE, U. P. 2002. Check-list of the family
Lamiaceae in Pernambuco, Brazil. Brazilian Archives of Biology and Technology.
Curitiba, v. 45 n. 3, p.343-353.

APG II, 2003. An update of the angiosperm phylogeny group classification for the
orders and families of flowering plants: APG Il. Botanical Journal of the Linnean Society.
Londres, v.141, p.339-436.

ARRIGONI-BLANK, M. F.; ANTONIOLLI, A. R.; CAETANO L. C.; CAMPQOS, D. A;
BLANK, A. F.; ALVES, P. B. 2008. Antinociceptive activity of the volatile oils of Hyptis
pectinata L. Poit (Lamiaceae) genotypes. Phytomedicine. Elsevier, v.15, p.334-339.

CLAUSEN, S. E. 1998. Applied Correspondence Analysis: An Introduction. Sage
Publication Inc., Oaks, CA.

COUTINHO, H. D. M.; COSTA, J. G. M; LIMA, E. O.; SIQUEIRA-JUNIOR, J. P.; 2009.
In Vitro phototoxic activity of Eugenia jambolana L. and Hyptis martiusii Bent. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology. Elsevier, v.96, p.63-65.

EL-GAZAAR, A.; RABEI, S. 2008. Taxonomic Assessment of five numerical methods
and its implications on the classification of Hyptis s.l. (Labiatae). International Journal of
Botany, v. 4, n.1, p.85-92.

EPLING C.; JATIVA, C. 1968. Suplementary Notes on Aerican Labiatae. Brittonia, v.20,
p.295-313.

FERREIRA, H. D. 2009. Morfologia, Taxonomia, Filogenia, Anatomia Foliar e
Fitoquimica de Espécies do Género Hyptis Jacq. (Labiatae) Ocorrentes em Goias e
Tocantis. 446f. Tese (Doutorado) — Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade
Federal de Goias, Goiania-GO.

GIULIETTI, A. M.; RAPINI, A.; ANDRADE, M. J. G.; QUEIROZ, L. P.; SILVA, J. M. C.
2009. Rare Plants of Brazil. International Conservation/State University of Feira de
Santana, Belo Horizonte, ISBN: 9788598830124.

GREENACRE, M. J. 2007. Correspondence Analysis in Practice. 2nd Edn., Chapman
and Hall/CRC, Boca Raton, Florida, ISBN-13: 9781584886167.

HARLEY, R. M. 1986. Hyptis sect. Pachyphyllae in Brazil: Notes on new world
Labiatae: IX. Knew Bull., 41: 995-1005.

HARLEY, R. M.; ATKINS, S.; BUDANTSEV, A. L.; CANTINO, P. D. COMB. J., et al.,
2004. Labiatae. In: The families and genera of Vascular Plants, Kubitzki, K. e Kadereit,
J. W. (Eds.). V.7. Springer-Verlag, Berlin, ISBN-13: 978-3540405931, p.167-275.



30

HARLEY, R. M. FRANCA, F. 2009. Lamiaceae. In: Rare Plants of Brazil. Giulietti, A.
M.; Rapini, A.; Andrade, M. J. G.; Queiroz, L. P.; Silva, J. M. C. (Eds.). International
Conservation/State University of Feira de Santana, Belo Horizonte, ISBN:
9788598830124, p.192-200.

LE ROUX, B.; ROUANET, H. 2004. Geometric Data Analysis; From Correspondence
Analysis to Structured Analysis. Dordrecht: Kluwer, p.475.

LEBART, L.; MORINEAU, A.; LAMBERT, T.; PLEUVRET, P. 2002. SPAD. Version
5.5, Systéme Portable d’Analyse des Données. Saint Mandé: Centre International de
Statistique et d’'Informatique Appliquées, France.

MARAUN, M.D.; SLANEY, K.; JALAVA, J. 2005. Dual scaling for the analysis of
categorical data. Journal of Personality Assessment, v.85, p.209-217.

MELENDO, M.; GIMENEZ, E.; CANO, E.; GOMEZ-MERCADO, F.; VALLE, F. 2003.
The endemic flora in the South of the Iberian Peninsula: Taxonomic composition,
biological spectrum, pollination, reproductive mode and dispersal. Flora Morphology,
Distribution, Functional Ecology of Plants, v.198, p.260-276.

PATON, A. J.; SPRINGATE, D.; SUDDEE, S.; OTIENO, D.; GRAYER R. J. et al.
2004. Phylogeny and evolution of basils and allies (Ocimeae, Labiatae) based on three
plastid DNA regions. Molecular Phylogenetics and Evolution, v.31, p.277-299.

SCARANO, F. R.; MARTINELLI, G. 2010. Brazilian list of threatened plant species:
Reconciling scientific uncertainty and political decision-making. Brazilian Journal of
Nature Conservation, v.8, p.13-18.

SCOTLAND, R. W.; SIEBERT, D. J.; WILLIAMS, D. M. 1995. Models in Phylogeny
Construction. Oxford University Press, Oxford, ISBN-13: 978-0198548249.

WARD, J. H. 1963. Hierarchical grouping to optimize an objective function. Journal of
the America Statistical Association, v.58, p.236-244.



APENDICES

31

Apéndice A - Tabela 1.1 Lista das espécies de Hyptis estudadas e suas delimitacdes

secionais.

No. Taxa Secao Subsecéo

1 H. adpressa A. St. Hil. Cyanocephalus Pohl ex Benth. Cordifoliae Benth.

2 H. althaeaefolia Pohl ex Benth. Polydesmia Benth. Malvastra Epling

3 H. alutacea Pohl ex Benth. Hyptis R. Harley Eriodontes Benth.

4 H. ampelophylla Epling Gymneia Benth.

5%¢  H. angustifolia Pohl ex Benth. Eriosphaeria Benth. Velutinae Benth.

6°°  H. arenaria Benth. Eriosphaeria Benth. Graciles Epling

7° H. asteroids A. St. Hil. ex Benth. Eriosphaeria Benth. Sessilifoliae Benth.
8 H. brevipes Poit. Hyptis R. Harley Marrubiastrae Benth.
9° H. caduca Epling Pusilae Epling

10 H. caespitosa A. St. Hil. ex Benth. Hyptis R. Harley Eriodontes Benth.
11*  H. caprariifolia Pohl ex Benth. Cyanocephalus Pohl ex Benth. Lobatae Briq.

12 H. cardiophylla Pohl ex Benth. Cyanocephalus Pohl ex Benth. Cordifoliae Benth.
13 H. carpinifolia Benth. Polydesmia Benth. Rigidae Benth.

14*  H. colligata Epling & Javita Xylodontes Benth. Axilares Benth.

15 H. conferta Pohl ex Benth. Hyptis R. Harley Hyptis

16 H. cuneata Pohl ex Benth. Cyanocephalus Pohl ex Benth. Cordifoliae Benth.
17 H. crenata Pohl ex Benth. Eriosphaeria Benth. Sessilifoliae Benth.
18 H. crinita Benth. Trichosphaeria Benth. Crinitae Epling

19*° H. cruciformes Epling Pachyphylla R. Harley

20 H. desertorum Pohl ex Benth. Cyanocephalus Pohl ex Benth. Rugosae Epling

21°  H. dictioidea Pohl ex Benth. Eriosphaeria Benth. Heterophyllae Epling
22*¢ H. digitata R. M. Harley Cyanocephalus Pohl ex Benth. Lobatae Briq.

23 H. dilatata Benth. Eriosphaeria Benth. Sessilifoliae Benth.
24 H. divaricata Pohl ex Benth. Cyrta Benth. Lavandulaceae Epling
25 H. duplicato-dentata Benth. Polydesmia Benth. Malvastra Epling

26 H. eriophylla Pohl ex Benth. Trichosphaeria Benth. Crinitae Epling

27 H. ferruginosa Pohl ex Benth. Xylodontes Benth. Paniculatae Epling
28 H. foliosa A. St. Hil. ex Benth. Polydesmia Benth. Glomeratae Benth.
29”° H. frondosa S. Moore Xylodontes Benth. Paniculatae Epling
30 H. goyavensis A. St. Hil. ex Benth. Eriosphaeria Benth. Sessilifoliae Benth.
31 H. glomerata Mart. ex Schrank Polydesmia Benth. Glomeratae Benth.
32°  H. heterophylla Benth. Eriosphaeria Benth. Heterophyllae Epling
33 H. hilarii Benth. Eriosphaeria Benth. Velutinae Benth.

34 H. hirsuta Kunth. Xylodontes Benth. Axilares Benth.

35°  H. humilis Benth. Pusilae Epling

36 H. imbricata Pohl ex Benth. Eriosphaeria Benth. Gnideaefoliae Benth.
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No. Taxa Secao Subsecéo

37°° H. imbricatiformis R. Harley Pachyphyllae R. Harley

38 H. interrupta Pohl ex Benth. Gymneia Benth.

39 H. lanata Pohl ex Benth. Cyanocephalus Pohl ex Benth. Cordifoliae Benth.
40 H. lanuginosa Glaziou Eriosphaeria Benth. Passerinae Benth.
41 H. lavandulacea Pohl ex Benth. Cyrta Benth. Lavandulaceae Epling
42 H. linarioides Pohl ex Benth. Hyptis R. Harley Eriodontes Benth.
43 H. lippioides Pohl ex Benth. Cyanocephalus Pohl ex Benth. Cordifoliae Benth.
44 H. lucida Pohl ex Benth. Induratae Epling

45 H. lutescens Pohl ex Benth. Xylodontes Benth. Paniculatae Epling
46 H. lythroides Pohl ex Benth. Polydesmia Benth. Glomeratae Benth.
47 H. malacophylla Benth. Gymneia Benth.

48 H. marrubioides Epling Xylodontes Benth. Axilares Benth.

49 H. microphylla Pohl ex Benth. Cyrta Benth. Paludosae Epling
50 H. multiflora Pohl ex Benth. Trichosphaeria Benth. Crinitae Epling

51 H. mutabilis (Rich) Brig. Polydesmia Benth. Vulgares Benth.
52 H. nigrescens Pohl ex Benth. Xylodontes Benth. Paniculatae Epling
53 H. nitidula Benth. Cyanocephalus Longifoliae Epling
54°  H. nivea Epling Polydesmia Benth. Glomeratae Benth.
55 H. nudicaulis Benth. Apodotes Benth.

56 H. obtecta Benth. Eriosphaeria Benth. Obtectae Epling
57 H. ovalifolia Benth. Gymneia Benth.

58 H. ovata Pohl ex Benth. Eriosphaeria Benth. Sessilifoliae Benth.
59 H. orbicular Pohl ex Benth. Xylodontes Benth. Paniculatae Epling
60 H. origanoides Pohl ex Benth. Eriosphaeria Benth. Velutinae Benth.
61°° H. pachyphylla Epling Pachyphyllae R. Harley

62 H. passerina Mart. ex Benth. Eriosphaeria Benth. Passerinae Benth.
63 H. pectinata (L.) Poit. Mesosphaeria Benth. Pectinaria Benth.
64 H. peduncularis Benth. Cyanocephalus Pohl ex Benth. Longifoliae Epling
65°° H. penaeoides Taub. Pachyphyllae R. Harley

66 H. petiolaris Pohl ex Benth. Hyptis R. Harley Hyptis

67 H. platanifolia Mart. ex Benth. Gymneia Benth.

68 H. plectranthoides Benth. Mesosphaeria Benth. Plectranthodon Epling
69 H. plumosa Benth. Trichosphaeria Benth. Plumosae Epling
70 H. pulegioides Pohl ex Benth. Apodotes Benth.

71 H. pycnocephala Benth. Eriosphaeria Benth. Sessilifoliae Benth.
72 H. recurvata Poit. Cyrta Benth. Tetragonae Benth.
73 H. remota Pohl ex Benth. Xylodontes Benth. Paniculatae

74 H. rubicunda Pohl ex Benth. Polydesmia Benth. Vulgares Benth.
75 H. rubiginosa Benth. Xylodontes Benth. Paniculatae Epling
76 H. rugosa Benth. Cyanocephalus Pohl ex Benth. Rugosae Epling
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No. Taxa Secao Subsecéo

77 H. saxatilis A. St. Hil. Eriosphaeria Benth. Velutinae Benth.
78 H. sinuata Pohl ex Benth. Hyptis R. Harley Marrubiastrae Benth.
79 H. spicigera Lam. Mesosphaeria Benth. Spicaria Benth.

80 H. suaveolens (L.) Poit. Mesosphaeria Benth. Pectinaria Benth.
81 H. subrotunda Pohl ex Benth. Polydesmia Benth. Glomeratae Benth.
82"° H. tagetifolia R. M. Harley Cyanocephalus Pohl ex Benth. Lobatae Briq.

83 H. tetragona Pohl ex Benth. Apodotes Benth.

84  H. turnerifolia Mart. ex Benth. Eriosphaeria Benth. Sessilifoliae Benth.
85 H. velutina Pohl ex Benth. Eriosphaeria Benth. Velutinae Benth.
86 H. villosa Pohl ex Benth. Xylodontes Benth. Paniculatae Epling
87 H. violacea Benth. Polydesmia Benth. Rigidae Benth.

88 H. virgata Benth. Gymneia Benth.

89 E. crassipes Benth.

H.: Hyptis. E.: Eriope. ® Taxa com deficiéncia de dados (Scarano e Martinelli, 2010). "Taxa listados como

ameacados de extingéo (Scarano e Martinelli, 2010). “Taxa listados como raros no Brasil (Giulietti et al.,

2009).
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Apéndice B — Tabela 1.2 Caracteres morfoldgicos vegetativos, estados dos caracteres
e seus codigos para a analise numeérica de Hyptis.

NO

Caracter

Estado do caracter

Cédigo

1

10

Habito

Tipo de folha

Margem da lamina foliar

Folha quanto ao peciolo

Borda quanto a curvatura

Disposicao das folhas nos ramos

Forma das folhas eliptico-ovadas

Forma das folhas eliptico-alongadas

Forma das folhas eliptico-arredondadas

Forma das folhas eliptico-triangulares

arbusto

arbusto e subarbusto
subarbusto
subarbusto e erva
erva perene

erva perene prostrada
erva anual

simples

partida

crenada
crenado-serrada
serrada

inteira

dentada

lobada

peciolada

subséssil

Séssil e subséssil
séssil

nao revoluta
revoluta

laxa

aplicada ao longo do caule
imbricada

basal ou préxima a base
deflexas
fasciculadas

ausente

eliptica

ovada
ovado-lanceolada
ausente

oblonga
linear-eliptica

linear

ausente
arredondada
ausente

deltoide

0

P O kP O W N PFP O WDNPFP O UG W NP OFP O WNPEPOOG M WNDNPEPOLPRPOOOOGMM WNDN P
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NO

Caréacter

Estado do caracter

Cdédigo

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Forma das folhas eliptico-romboides

Forma das folhas eliptico-obovadas

Apice foliar

Base foliar atenuado-arredondada

Base foliar atenuado-afilada

Base foliar atenuado-truncada

Tricomas

Bracteas eliptico-ovadas

Bracteas eliptico-alongadas

Bracteas eliptico-cilindricas

Presenca de bracteas

Consisténcia das Bracteas

ausente
romboide
ausente

obovada
oblanceolada
obtuso ou arredondado
obtuso e agudo
agudo

agudo e acuminado
acuminado
ausente
arredondada
cordiforme
auriculada
ausente

aguda

cuneada

ausente

truncado

simples
ramificado
ausente

eliptico

ovada
ovado-lanceolada
lanceolada
linear-lanceolada
ausente

oblonga

oblonga lanceolada
linear

ausente

subulada
linear-subulada

setacea

multibracteadas na base dos

glomérulos

dibracteada na base do calice
unibracteada na base do calice

firmes

membranaceas

SO W N P O WN P O U WN P OPFP OPFP ONDNEPOWNDMNERPOP®WDNMPEPONDNLPRPLPOLPR

P O N B
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Apéndice C - Tabela 1.3 Caracteres morfolégicos reprodutivos, estados dos

caracteres e seus codigos para a analise numérica de Hyptis.

NO

Caracter

Estado do caréacter

Cdédigo

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

Disposicao das cimas

Forma das cimas

Ndmero de flores nas cimas

Inter-nés abaixo da inflorescéncia

Pedunculos

Disposicao do calice no pedicelo
fruticoso

Pedicelo na flor

Dentes do célice

Dentes do calice achatado ovado-
triangular

Dentes do calice achatado oval-
alongado

Dentes do calice achatado oval-
cilindrico

ausente

racemo

panicula

espiga

glomérulo sub-corimboso
verticilastros

reduzida a uma flor
espiciformes

capitada
globosa-medusoide
hemisférica ou subglobosa
paucifloros

multifloros

ceroso-inflado

nao ceroso inflado
presentes

subséssil

séssil

nao deflexo

deflexo

presenca
subséssil ou séssil
ausente

presente

ausente

ovado
deltoide-lanceolado
deltoide

ausente

lanceolado
linear

ausente

subulado
aristado
setaceo

filiforme

0

O N P O kP O FP O U A W NP O MM WDNP

S W N P O r O+ O P

o

A w N R
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NO

Caracter

Estado do caracter

Cdédigo

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

Curvatura do tubo do célice

Forma do tubo do calice fruticoso

Pilosidade da fauce do calice

Face interna do célice

Lingueta do seio entre os dentes do

calice

Dilatacéo do &pice dos dentes

Orificio do célice

Parede do tubo do calice

Forma da Corola

Cor da corola

Estilopodio

Forma das nuculas

obsoleto

acicular

reto

recurvado préximo ao apice
recurvado na metade superior
sigmoide

campanulado

turbinado

cilindrico

ausente ou inconspicuo
conspicuo

glabra

levemente hirsuto
hirsuto-anelada

ausente

presente
ausente
presente
reto
obliquo
inteira

fendida entre o seio anterior até proximo ao meio do
tubo do calice

constrito-campanulado
cilindrica
infundibuliforme
violeta ou lilas
vermelha

creme

branca

ausente

presente
alado-achatadas
levemente alado achatadas
achatadas

ovada

ovoide ou oblonga
subglobosa

globosa

P O Bk O Fr O Pk O N P O FP ONPFP O WDNPFP OO

o oA W NP O PFP O WNPFP ODNPFP O
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NO

Caracter

Estado do caracter

Cdédigo

46

47

48

49

50

Superficie das nuculas

Pilosidade no apice das nuculas

Apice das nuculas

Tamanho das nuculas

Xilopodio

lisas

levemente rugosas
punctadas ou alveoladas
glabra

hirsuto

truncada

obtusa ou arredondada
aguda

acuminada

apiculada

maior ou igual 2mm
menor que 2 mm
ausente

presente

P O kP O & W NP O FP ON P
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Apéndice D — Matriz de dados morfoldgicos vegetativos e reprodutivos das espécies de Hyptis e Eriope crassipes (89 espécies x 168

estados dos caracteres) codificados de acordo com as Tabelas 1.2 e 1.3 para a analise de correspond

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

16 17

12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Hyptis

1

6 0 2 00 0 1 3 1

H_lophanta

1

6 0 2 00 0 1 3 1

H_spicigera

1

4 0 2 1 0 0 1 3 1

H_plectanthoides

1

6 0 2 00 0 1 3 1

H_suaveolens

1

6 01 000 1 3 1

H_pectinata

1

102 3 00131

H_plumosa

1

2 000 001 31

phylla
H_multiflora

H_erio

1

102 0 001 31

1

2 02000031

H_crinita

1

3 01100131

H_lythroides

1

102100131

H_subrotunda

1

2 033 00131

H_nivea

1

0 01200131

H_foliosa

1

6 01 000 1 31

H_glomerata

1

0 022003001

pinifolia

H_car|

1

002200131

H_violacea

1

pl-dentetata 2 0 4 0 0 0 1 3 1

H_du

1

00 4000131

H_akthaeifolia

1

4 01 0 0 0 1 3 1

H_rubicunda

1

6 01 0 00 1 3 1

H_mutabilis

1

6 0 2 1 0 0 3 3 1

H_lavandulacea

1

6 0 2 1 0 0 3 01

H_divaricata

6 0 2 2 00 3 3 1 1

phylla

H_micro

1

6 01 0 00 1 3 1

H_recurvata

1

4 0 2 2 00 3 11

H_peduncularis

1

102 100131

H_nitidula

1

4 1 5 2 05 3 31

prariifolia

H_cay

1

2 150000 31

H_digitata

1

2 150000 31

H_tagetifolia

1

2 020000 31

gosa

H_ru

1

2 020000 31

H_desertorum

1

3 02 200131

H_lippioides

1

3 01202131

H_lanata

39




1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Hyptis

3 02101131 1

phylla

H_cardio

1

2 023 02131

pressa

H_ad

1

2 021003 31

H_cuneata

1

4 0 1 00 3 131

gata

H_virt

1

4 0 4 00 3 1 31

H_ovalifolia

1

4 0 4 00 3 2 31

pta

H_interru

1

4 0 4 00 0 2 31

H_platanifolia

4 0 400 0 2 3 1 1

phylla

H_malaco

1

4 0 4 00 0 2 31

pelphylla

H_am,

1

6 0 0300 3 0 1

H_pycnocephala

1

4 0 0 3 00 3 01

H_asteroides

1

3 003 01231

H_ovata

1

3 003 00 2 31

H_crenata

1

3 003 00 2 31

H_goyavensis

1

4 0 0 3 00 3 01

H_dilatata

1

5 00100 3 31

ganoides

H_ori

1

3 002 003 31

H_velutina

1

3 003 00 3001

H_turneraefolia

1

2 00 2 00 3 31

H_hilarii

1

3 02 2000 31

H_saxatilis

1

3 02 2 003 31

gustifolia

H_an

1

4 0 2 3 00 3 21

H_arenaria

1

3 03 3 01231

ginosa

H_lanu

1

3 03 3 01231

H_passerina

1

3 02311231

H_obtecta

1

0 0 3311231

H_pachyphylla

1

0 0 3312231

H_penaeoides

1

4 0 33 02 2 31

H_cruciformes

0

6 0 3 3 1 2 3 31

H_imbricata

0

6 0 3 3 1 2 3 31

H_imbricatiformis

1

102 100 2 31

H_dictioidea

102 000131 1

phylla
grescens

H_hetero

1

2 01100131

H_ni

1

2 010003 31

ginosa

H_rubi

1

2 01100 3 01

H_lutescens

1

4 0 1 1 00 1 3 1

H_remota

40

2 01200131 1

ginosa

H_ferru




1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Hyptis

1

2 013 00131

H_villosa

1

4 01 3 0 4 3 30

H_frondosa

1

3 011003360

H_orbicula

1

4 01 10 00 3 1

H_marrubioides

1

4 01 1 0 0 2 3 1

H_hirsuta

1

2 01 3 001 3 1

gata

H_colli

1

0 0 3 00 O0O0 31

H_lucida

1

4 01 0 0 0 2 3 1

H_pulegioides

1

4 01 1 0 0 3 01

gona

H_tetra

1

4 0 01 03 0 3 1

H_nudicaulis

1

6 0 3 3 0 0 3 2 1

H_linarioides

1

4 0 3 3 0 0 0 3 1

pitosa

H_caes|

1

4 0 01 00 3 3 1

H_alutacea

1

6 0 2 0 00 3 3 1

pes

H_brevi

1

6 0 2 0 00 3 3 1

H_sinuata

1

2 0 21 000 3 1

H_conferta

1

4 0 2 00 0 2 3 1

H_petiolatris

1

5 0 3 1 000 31

H_humilis

1

6 0 33 00 3 21

H_caduca

1

4 0 2 00 00 3 1

pes

E_crassi

41
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Capitulo 2

Capitulo 2 — Quimiotaxonomia dos constituintes volateis em Hypenia
(Mart. ex Benth.) R. Harley (Lamiaceae)

Publicado como: Julierme G. Silva, Maria T. Faria, Erica R. Oliveira, Maria H.
Rezende, Dalva G. Ribeiro, Heleno D. Ferreira, Suzana C. Santos, José C.
Seraphin, Pedro H. Ferri, 2011. Chemotaxonomic significance of volatile constituents
in Hypenia (Mart. ex Benth.) R. Harley (Lamiaceae). Journal of the Brazilian Chemical
Society, vol. 22, n. 5, pp. 955-960.
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1 INTRODUCAO

O género Hypenia possui 27 espécies reconhecidas com base na natureza
indistinta ou densa da inflorescéncia, incluindo as secOes Densiflorae Benth. e
Laxiflorae Benth. (Epling, 1949; Harley, 1988; Harley e Reynolds, 1992; Harley et al.,
2004). Suas espécies sdo geralmente encontradas em solos oligotroficos e arenosos
com altos niveis de aluminio e estdo distribuidas em regiées da Venezuela, Bolivia,
Paraguai e Brasil. No Brasil, sdo mais comuns nas regides do Cerrado, onde
apresentam a sua maior diversidade e endemismo. As espécies de Hypenia sao
aromaticas e frequentemente descritas pelo seu uso etnobotanico nas regides do
Cerrado brasileiro, como, por exemplo, a infusdo e decoccdo de folhas para o
tratamento de gripes, resfriado comum e outras doencas respiratérias (Agra et al.,
2007). Também foi relatada uma moderada atividade sequestrante de radicais e
antioxidante do extrato metandlico de folhas e caules de H. salzmannii (Benth.) R.
Harley (David et al., 2007).

A chave botanica de Epling (1949) mostra que os caracteres utilizados para a
distincdo de 2 subsecbes de Hypenia derivam quase que exclusivamente de uma
guantidade limitada de caracteristicas florais. Essa dificuldade pode ser parcialmente
atribuida ao pequeno numero de espécimes depositados nos herbarios. Por exemplo,
H. paradisi foi coletada em apenas duas viagens de campo e H. concinna Benth. é
conhecida apenas a partir da espécie-tipo (Harley et al., 2004). Uma vez que certas
espécies de Hypenia sdo morfologicamente e anatomicamente semelhantes, é
importante encontrar méetodos alternativos de caracterizacdo quimica especifica a fim

de complementar as analises de caracteristicas florais.
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2 OBJETIVOS

o Investigar os constituintes quimicos dos 0leos essenciais de 13 espécies de
Hypenia, com a intencdo de colaborar para a taxonomia do género e estudar
espécies do Cerrado brasileiro cujas informacfes ainda séo limitadas, incluindo

espécies consideradas raras.

o Estudar a variabilidade dos constituintes quimicos e dos dados morfolégicos

através de andlise multivariada para detectar padrdes de distribuicdo dos taxa.

o Identificar, através de técnicas de andlise multivariada discriminante, quais os

constituintes quimicos que poderiam distinguir grupos de espécies.

o  Comparar os resultados quimicos aos de anatomia das folhas para extrair

evidéncias de uma possivel quimiotaxonomia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

As amostras de Hypenia foram coletadas no estagio florido entre maio de 2006 e
novembro de 2007 no estado de Goias. Os espécimes foram identificados pela Profa.
M.SC. Maria Tereza Faria e as exsicatas foram depositadas no herbéario do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Goias (UFG). A lista dos taxa
pesquisados, suas origens e exsicatas estao apresentadas na Tabela 2.1 (Apéndice A).

Para estudar a composi¢cdo quimica dos 6leos, 5 a 10 individuos de cada
espécie originarios de 2 a 3 populacdes foram reunidos e secados a temperatura de
30°C, por um periodo de 7 dias, até peso constante. Apos serem reduzidos a pé, a
massa vegetal (5-30 g) de cada espécie foi submetida a hidrodestilacdo (2 h) usando
um aparelho do tipo Clevenger modificado. Ao final de cada destilacédo, os 6leos foram
coletados e secados com sulfato de sodio anidro (Na,SO,), transferidos para frascos

de vidro e conservados a temperatura de —18°C. O rendimento dos 6leos foi calculado

com base no peso seco das amostras vegetais.

As amostras de solo foram coletadas a uma profundidade de 0-20 cm em todos
os locais de amostragem e em torno de cada populagéao, sendo ao final reunidas para
formarem uma amostra Unica para cada sitio e encaminhadas para andlise na
Faculdade de Agronomia da UFG. As amostras de solo foram secadas ao ar e
tamisadas (2 mm). A porcdo com granulacdo inferior a 2 mm foi mantida para as
analises fisico-quimicas. O pH foi determinado em uma proporcédo de 1:1 de solo/agua.
Célcio (Ca), Magnésio (Mg) e Aluminio (Al) foram extraidos com cloreto de potassio
(KCI) a 1 mol.L%, enquanto que fésforo (P), potassio (K), zinco (Zn), cobre (Cu), ferro

(Fe) e manganés (Mn) foram extraidos com solucdo de Mehlich. Matéria orgéanica,
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capacidade de troca catiénica (CTC), potencial de acidez (H+Al) e a textura do solo

foram determinados pelos métodos usuais (Silva, 1999).

3.2 Anélise Morfoldgica e anatémica

As analises morfoldgicas e anatdmicas foram realizadas pelos colaboradores do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFG. As variacfes foliares entre as 13 espécies
foram registradas usando um microscépio de luz Zeiss-Axioshop e um microscopio
eletrbnico Jeol-JSM 840A operado a 10 kV. Uma lista de caracteres qualitativos de
duplo estado estd apresentada na Tabela 2.2 (Apéndice B). Foram escolhidas folhas
adultas com aproximadamente o0 mesmo tamanho para o estudo anatdbmico seccional.
As folhas foram cortadas em segmentos e fixadas por 12 h em solucdo de
glutaraldeido-paraformaldeido 2% com 0,05 mol L™ de tamp&o de cocadilato de sédio
(pH 7,2). Os cortes foram posteriormente fixados com OsO4-K3[Fe(CN)g] e desidratados
com uma série de solucdes de agua-acetona. Todos os cortes foram montados em
grades revestidas com uma camada de ouro (40 nm) e observados ao microscépio
eletrbnico. Secc¢des mais espessas do mesmo material também foram cortadas, secas,
coradas com fucsina basica 0,1% e azul de astra 0,3% (1:3) por 3 minutos, enxaguadas
e secas novamente, sendo montadas sob laminulas de forma permanente para
finalmente serem observadas em microscopia de luz.

Folhas também foram preparadas para a observacdo da paraderme. As folhas
frescas foram fervidas em etanol (80% v/v) até a extracdo da clorofila. Posteriormente,
o material foi tratado com solu¢do aquosa de NaOH até ficar clarificado. O material
clarificado foi lavado com &gua destilada e corado com solu¢do de safranina 1%. O
tecido foliar corado foi acondicionado em lamina com agua, coberto com laminula de

vidro e examinado sob microscépio de luz.
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3.3 Anélises gquimicas

As andlises das amostras de 6leos foram realizadas em um instrumento do tipo
CG-EM Shimadzu QP5050A nas seguintes condic¢des: coluna capilar de silica fundida
CBP-5 (Shimadzu) conectada a um detector quadrupolo no modo IE a 70 eV com taxa
de varredura de massa de 40-400 m/z na proporcéo de 1.0 varredura por segundo;
fase mével gasosa: He (1 mL min™); temperatura do injetor e da interface de 220°C e
240°C respectivamente, com taxa de “split” de 1:20. O volume de injecéo foi de 0,4 pL
(20% de hexano), sendo que a temperatura do sistema foi gradualmente elevada de
60°C até 246°C, com aumento de 3°C min™, e depois 10°C min™ até a temperatura de
270°C, mantendo a temperatura final por um periodo de 5 min.

Os componentes foram identificados pela comparacdo de seus indices de
retencdo linear, os quais foram determinados pela co-injecdo de uma série de n-
alcanos Cg-C3, (Van Den Dool e Kratz, 1963); com a co-injecdo de padrdes de Oleos
essencias de cravo (Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry, Myrtaceae), ylang-ylang
(Cananga odorata (Lam.) Hook. F. & Thoms., Annonaceae) e salvia (Salvia sclarea L.,
Lamiaceae) e pela comparagdo com padrées (NIST, 1998; Kubeczka e Formacek,

2002; Adams, 2007).

3.4 Andlises estatisticas

Foram aplicadas as técnicas de Analise de Componentes Principais (ACP) e
Andlise de Correspondéncia Mdltipla (ACM) para investigar as inter-relacdes
quantitativas entre taxa e seus constituintes quimicos, ou as relagdes entre taxa e suas

caracteristicas taxonémicas foliares codificadas como auséncia/presenca,
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respectivamente, usando o programa Systéme Portable d’Analyse des Données-SPAD,
versao 5.5, do Centre International de Statistique et d’Informatique Appliquées, France
(SPAD, 2002). A analise de agrupamentos também foi aplicada para o estudo de
similaridade entre espécies com base na composicdo dos Oleos essenciais ou na
distribuicdo dos caracteres taxondmicos. A técnica de ligacdo completa ao vizinho mais
préximo pelo algoritmo de Benzécri foi adotada como indice de similaridade (Benzécri,
1980) e o agrupamento hierarquico foi feito de acordo com o método de minimizacéo
da variancia de Ward (Ward, 1963). Os constituintes dos 0Oleos com quantidades
atribuidas > 0,5% para o perfil quimico (valores de média) foram inicialmente mantidos
na matriz original. Para a selecéo de variaveis o limite de autovalores residuais (< 0,70)
na matriz de dados foi utilizado para estabelecer o nUmero maximo de variaveis que
poderiam ser removidas. As duas variaveis que foram efetivamente removidas
revelaram o0s mais altos valores de pesos nos menores autovalores residuais.
Anteriormente a andlise multivariada, a matriz original (13 amostras x 27 variaveis =
351 dados) foi centrada na média e auto-escalonada. Os constituintes dos 0leos
essenciais também foram agrupados de acordo com sua classe biossintética (Figura
2.1 — Apéndice H). A matriz de dados normalizados (13 amostras x 21 variaveis = 273
dados) sem selecdo de variaveis foi submetida a analise multivariada (Tabela 2.3 —
Apéndice C).

A andlise de discriminante candnica (ADC), utilizando o sistema SAS CANDISC
(SAS, 1996), foi aplicada para diferenciacdo entre taxa e grupos com base na
composicao dos 6leos essenciais. A capacidade preditiva das fungdes discriminantes
foi avaliada por validacéo cruzada e Jackknife implementadas no SAS.

A analise de redundancia canénica (ARC) foi aplicada para descrever o0s
padrées da variacdo explicada pelas inter-relacdes entre a composicdo dos oOleos

essenciais como uma funcdo dos parametros de solo, tratados como variaveis
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ambientais. Um teste de permutacdo de Monte Carlo ndo restritivo (1000 permutacdes)
foi utilizado para testar a significancia dos autovalores dos trés primeiros eixos
candnicos (Ter Braak e Van Tongeren, 2002; Lep$ e Smilauer, 2007). A ARC foi
realizada no software CANOCO (Ter Braak e Smilauer, 2002).

As comparacdes entre meédias foram feitas através de andlise de variancia
(ANOVA) univariada, utilizando SAS GLM (SAS, 1996). Todos os dados foram
checados para a homocedasticidade com o teste de Hartley. Este teste revelou desvios
significativos com relacdo ao esperado para alguns dos componentes dos Oleos
essenciais, 0os quais foram transformados (ordem dos mesmos ou “rank” e arco-seno).
Sempre que uma diferenca foi detectada, um teste post-hoc de Tukey foi aplicado. Os
resultados estdo apresentados pelos valores de médias e alguns deles estdo
representados pelos desvios-padrao das medidas independentes. Valores de p<0,05

foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar da grande diversidade de espécies de Hypenia no Cerrado brasileiro, a
composicdo de constituintes dos O6leos essenciais é conhecida apenas para H.
salzmannii (Evangelino et al., 2007; Rocha et al., 2007).

Neste estudo, a composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais foi obtida de 13
espécies na fase de inflorescéncia, sendo 3 taxa da secdo Densiflorae (H.
brachystachys, H. marifolia, H. paradise) e 10 representando a secao Laxifloraea (H.
sphaerocephala, H. durifolia, H. crispata, H. reticulata H. macrosiphon, H. macrantha,
H. aristulata, H. subrosea, H. niquelandiensis). A origem e exsicatas dos espécimes
estdo representadas na Tabela 2.1 (Apéndice A).

O teor de oleos essenciais de Hypenia variou de 0,01 a 0,13% com base no
peso seco (Tabela 2.4 — Apéndice D). Esses baixos rendimentos estdo de acordo com
0s publicados para H. salzmannii e sugerem que Hypenia pode ser um género “pobre”
em Oleos essenciais quando comparado ao correlato Hyptis (Harley e Reynolds, 1992,
Harley, 1988; Harley et al., 2004; Evangelino et al., 2007; Rocha et al., 2007). No total,
85 constituintes foram identificados, contabilizando de 88% a 100% dos constituintes
dos 6leos essenciais. Um total de 29 compostos apresentou um teor médio >0,5%,
representando de 77% a 100% dos constituintes identificados. Os 6leos essenciais
mostraram predominancia de sesquiterpenos (41,7-97,5%), com teores altos de
sesquiterpenos oxigenados na maioria das espécies. Hidrocarbonetos sesquiterpénicos
foram majoritarios (44,1-54,0%) para alguns taxa da secéo Laxiflorae.

Com excecdo de H. brachystachys e H. marifolia, que apresentaram niveis
significativos de ésteres (“outros” constituintes na Tabela 2.4 — Apéndice D; 15,44 e
15,00%, respectivamente), todas as outras espécies mostraram um menor nivel desses

constituintes (<4,17%).
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Todas as Hypenia apresentaram (E)-cariofileno, &-cadineno, espatulenol e éxido
de cariofileno. Os constituintes mais abundantes foram: espatulenol (11,27-31,55%),
que apresentou valores médios altos, com excecdo para H. marifolia e H.
niguelandiensis (média de 4,86% + 0,52%); 6xido de cariofileno (6,10-14,38%), com
excecdo de H. niquelandiensis (2,17%); e selin-11-en-4a-ol (4,39-34,80%), exceto em
H. niquelandiensis (2,12%) e H. marifolia (ausente). Germacreno D e biciclogermacreno
foram os principais constituintes nas espécies da secao Laxiflorae. Esses resultados
estdo de acordo com os previamente descritos para o 6leo essencial de H. salzmannii
(Laxiflorae), o qual demonstrou grandes quantidades de (E)-cariofileno, germacreno D
e biciclogermacreno (Evangelino et al., 2007; Rocha et al., 2007). Contudo, os 6leos
essenciais de Hypenia apresentaram uma ampla variedade de costituintes minoritarios.

Apesar do fato da analise de solo ter apresentado uma ligeira diferenca quanto a
textura e composicdo quimica (Tabela 2.5 — Apéndice E), a analise de redundancia
canbnica ndo evidenciou qualquer relacdo significativa entre fatores edaficos e a
guimiovariacdo dos 6leos essenciais. Tal resultado pode sugerir que a composicao e
teor dos Oleos de Hypenia sdo influenciados mais por fatores genéticos do que pelo
meio ambiente. Desta forma, variacdes quanto aos constituintes quimicos podem
contribuir para as relacdes quimiotaxonémicas e filogenéticas dentro do género. De
fato, o polimorfismo nos 6leos essenciais contribuiu para determinar as relagfes
taxondmicas de diversos géneros de Lamiaceae, incluindo as relacdes intraespecificas
pelo tratamento de mais de uma populacdo por taxa (Skaltsa, Mavrommati e
Constantinidis, 2001, Oliveira et al., 2005; Bezic et al., 2009).

Para avaliar o quanto a composicdo dos 6leos essenciais pode ser (til para
refletir as relagBes taxonOGmicas, as analises multivariadas utilizando ACP e de
agrupamento de acordo com a técnica de Ward (Ward, 1963) foram aplicadas aos

constituintes dos 6leos essenciais que apresentaram concentra¢cdes maiores ou iguais
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a 0,5% (13 amostras x 27 varidveis = 351 dados). A Figura 2.2 mostra a posi¢ao
relativa dos taxa no sistema axial gerado pela ACP. A primeira componente principal
(CP) contribuiu com 26% da variancia total e separou, com mais de 97% de confianca,
as especies H. aristulata, H. paradise e H. subrosea de H. niquelandiensis, todas

originarias da Chapada dos Veadeiros e com os mais altos teores de a-muurolol.
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Figura 2.2 “Biplot” da ACP dos 6leos essenciais de Hypenia que foram agrupados em
duas classes: | (O); Il (®). ®Eixos referentes aos escores das amostras. Eixos
referentes aos pesos dos constituintes dos 0leos essenciais (Tabela 2.4 — Apéndice D)
representados como triangulos negritados, com as variaveis discriminantes
representadas como vetores a partir da origem. As cruzes representam os centroides
das classes e os valores entre parénteses referem-se a variancia explicada em cada

componente principal (CP).
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A segunda CP separou (p<0,005) sete espécies da secdo Laxiflorae,
principalmente pelos teores elevados de biciclogermacreno, germacreno D e (E)-
cariofileno, de H. marifolia e H. brachystachys (secdo Densiflorae), essas Ultimas mais
ricas em monoterpenos. H. niquelandiensis distingue-se pelos seus mais altos teores
de citronelol e geraniol quando comparada as demais espécies da secao Laxiflorae.

Assim, dois tipos de 6leos essenciais foram identificados. A classe | agrupou as
trés espécies da secao Densiflorae (adiconadas a H. subrosea e H. aristulata),

caracterizadas (p<0,008) pelas mais altas porcentagens de a-muurolol (5,85 + 3,08%),
enquanto que a classe Il agrupou oito espécies da secdo Laxiflorae contendo
germacreno D (18,1 + 11,4%), (E)-cariofileno (7,09 + 4,88%) e biciclogermacreno (6,65
+ 1,19%) como os principais constituintes (p<0,03). As porcentagens de todos os

constituintes dos 06leos essenciais agrupados estdo apresentadas na Tabela 2.6 —
Apéndice F.

Os constituintes quimicos foram ainda agrupados em relacdo ao seu esqueleto
carbonico (Figura 2.1 — Apéndice H) com a finalidade de assimilar a tendéncia geral
dos Oleos essenciais das folhas e diminuir os fatores ndo controlaveis que afetam as
suas variagcdes quantitativas (Tabela 2.7 — Apéndice G).

Assim, a ACP/HCA aplicada aos dados dos esqueletos carbdnicos dos
constituintes dos 6leos essenciais resultou em uma distincdo similar entre os taxa
(Figuras 2.3 e 2.4). A classe | resultou em uma significativa (p<0,005) presenca de
cadinano (23,1 + 10,4%), copaano (1,9 + 4,3%), bem como & presenca de
isolongifolano, bisabolano e farnesano. A classe Il mostrou teores significativos
(p<0,006) de germacrano (19,6 + 11,5%), biciclogermacrano (7,0 + 1,2%) e

bourbonano (2,0 + 1,9%) como as classes biossintéticas principais, bem como para a
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presenca de derivados de triciclano, pinano, cedrano e silfiperfolano (Tabela 2.7 —

Apéndice G).
b
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Figura 2.3 “Biplot” originado pela ACP de Hypenia com base no esqueleto carbénico

dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais agrupados de acordo com as classes: |

(00); 1| (@). 2Eixos referentes aos escores das amostras. Eixos referentes aos pesos

dos esqueletos carbbnicos dos constituintes, representados como triangulos
negritados, com as variaveis discriminantes representadas como vetores a partir da

origem.
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H. brachystachys
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H. macrantha
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H. reticulata

H. crispata

H. niquelandiensis
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Distancia da Ligacéo
Figura 2.4 Dendrograma representando as relacdes de similaridade entre Hypenia com

base no esqueleto carbbnico dos constituintes dos 6leos essenciais agrupados em

duas classes: | e Il.

A despeito das similaridades morfolégicas entre Hypenia, diferencas foram
observadas em sua morfologia foliar. De acordo com Boeger et al. (1997) a folha € um
dos Orgdos mais exposto da planta, sujeita diretamente as mudancas ambientais,
sendo um importante elemento para a analise de uma espécie ou estudo ecoldgico de
comunidades de plantas. Assim, 18 caracteres morfolégicos da anatomia foliar foram
analisados em todos os taxa e codificados como caracteres independentes (presenca e
auséncia), de acordo com o recomendado por Sneath e Sokal (1963), e encontram-se
descritos na Tabela 2.2.

A analise de correspondéncia mdultipla sobre esses caracteres distinguiu (;~ =

8,0, 5,0; graus de liberdade, GL = 1, 1; p < 0,025) os grupos | e Il com base na



56

presenca ou auséncia de cristais entre os vasos de menor calibre, graos de amido na

epiderme adaxial e cuticula com estrias paralelas (Figura 2.5).
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Figura 2.5 “Biplot” originado pela analise de correspondéncia multipla de Hypenia com
base nos caracteres morfoldégicos da anatomia foliar e de acordo com as classes: | (LJ);
Il (@). 2Eixos referentes aos escores das amostras. "Eixos referentes aos pesos dos
caracteres morfolégicos (Tabela 2.2 — Apéndice B) representados como losangos
negritados, com as variaveis discrimantes plotadas como vetores a partir da origem. As
cruzes representam os centroides das classes e os valores entre parénteses referem-

se a variancia explicada em cada componente principal.
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A ocorréncia de cristais de oxalato de calcio tem sido explicada como um
mecanismo de suporte e de acdo protetora contra a herbivoria (Franceschi e Horner,
1980; Metcalfe e Chalk, 1983). Por outro lado, cuticulas ornamentais tém sido
associadas a impermeabilizacdo foliar e reflexdo da luz solar, duas importantes
caracteristicas adaptativas nas regides de Cerrado (Esau, 1977; Juniper e Jeffree,
1983).

De fato, a analise discriminante canénica (ADC) nos dados quimicos confirmou a
priori os dois grupos. A representacdo axial dos resultados da ADC discriminou, com
um nivel de confianca acima de 99,9%, os dois grupos com base apenas no teor de a-
muurolol e biciclogermacreno (variaveis preditoras). A analise da funcéo discriminante
explicou toda a variabilidade (F = 43,198; graus de liberdade, GL = 2 e 10; p<0,0001),
sendo possivel predizer com precisdo a classificacdo correta nos grupamentos originais
através da aplicacdo de validacdo cruzada ou Jackknife (Quenouille, 1956). Estas
técnicas cosideram um numero ligeiramente reduzido de amostras a partir do conjunto
original de dados, estimam parametros a partir desse conjunto de dados modificados e,
depois, calculam a precisdo das predi¢cdes para as amostras previamente removidas
através dos modelos resultantes (Wold e Eriksson, 1995).

Todas as similaridades entre os constituintes quimicos das amostras de 6leo
essenciais e caracteres morfologicos estao apresentadas nos dendogramas da Figura
2.6.

Esses resultados indicam a presenca de duas secdes de Hypenia devido as
diferencas marcantes nos caracteres morfolégicos e na composi¢cdo dos Oleos
essenciais. Adicionalmente, € possivel concluir que a delimitagdo seccional de H.

subrosea e H. aristulata na secéo Laxiflorae deve ser revisada.
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(A)

H. brachystachys

H. subrosea

H. di
paradise Classe |

H. aristulata

H. marifolia

H. sphaerocephala

H. durifolia

H. reticulata

Amostras

H. macrantha — Classe ll

H. macrosiphon

H. crispata

H. glauca

H. niquelandiensis

0 2 4 6 8 10 12 14

Distancia da ligacéo

(B)
H. brachystachys 1

H. aristulata 1

H. paradisi 1

Classe |

H. subrosea 1

H. marifolia 1
H. reticulata 1
H. glauca 1

H. durifolia {

Amostras

H. niquelandiensis 1

H. crispata 1

. Classe ll
H. macrosiphon

H. sphaerocephala

H. macrantha 1

0 1 2 3 4 5

Distancia daligacao

Figura 2.6 Dendrograma representando as relacdes de similaridade entre Hypenia spp. com
base nos (A) constituintes dos 6leos essenciais ou (B) caracteres morfologicos das folhas

agrupados como se segue: Classe | e Classe Il
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O resultado mais relevante dos estudos € a concordancia das trés avaliacdes
realizadas (baseadas em analises quimicas e morfoldgicas) utilizadas para dividir
Hypenia em dois grandes grupos com idéntica composicao de espécies.

As diferencas dos constituintes quimicos entre espécies de Hypenia podem ser
Uteis para entender relacdes filogenéticas, especialmente por considerar que tais

espécies ndo sao facilmente identificadas.
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5 CONCLUSOES

o Andlises dos Oleos essenciais e das caracteristicas foliares morfologicas e
anatdbmicas de 13 espécies de Hypenia nativas das areas do Cerrado de Goias

apresentaram um alto polimorfismo quimico.

o A andlise de redundancia candnica ndo evidenciou qualquer relagdo significativa
entre fatores edéficos e a quimiovariacdo dos Oleos essenciais. Tal resultado
sugere que a composicdo quimica dos Oleos essenciais de Hypenia € mais

influenciada por fatores genéticos do que pelo meio ambiente.

o Os estudos da variabilidade quimica dos 6leos essenciais e dos caracteres de
morfologia foliar apresentaram resultado idéntico quanto & distribuicdo dos taxa em
dois grupos, o que justifica a separacdo das espécies em duas secdes

taxonOmicas.

o A andlise discriminante canbnica permitiu identificar os constituintes dos 6leos
essenciais e dos caracteres morfolégicos que discriminaram as duas classes de

Hypenia.

o A delimitacdo secional das espécies H. subrosea e H. aristulata deve ser revisada.
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APENDICES

Apéndice A - Tabela 2.1 Taxa de Hypenia com suas localidades de origem/altitude, coordenadas geograficas, data da coleta e
exsicatas (UFG).

Hypenia Localidade de origem / altitude Coordenadas geograficas Data da Coleta Exsicata
H. aristulata (Epl.) R. Harley® Chapada dos Veadeiros, Alto Paraiso, 1196 m S 14°12'33.4", W 47°29'18.8" Abril, 2007 30829
H. brachystachys (Pohl ex Benth.) R. Serra dos Pireneus, Pirendpolis, 1070 m S 15°50'22.2", W 48°46'15.8" Abril, 2007 30815
Harley

H. crispata (Pohl ex Benth.) R. Harley® Serra Dourada, Mossamedes, 1021 m S 16°4'25.8”, W 50°11'12.8" Maio, 2006 30815
H. durifolia (Epl.) R. Harley Sé&o Joéo d’Alianga, 1166 m S 15°339'32.1", W 47°33'17.2"  Novembro, 30809

2007
H. glauca (St.-Hil. ex Benth.) R. Harley Instituto Chico Mendes de Conservacdo da S 16°38'37”, W 48°39'7" Maio, 2007 30668
Biodiversidade, Silvania, 938m

H. macrantha (St.-Hil. ex Benth.) R. Harley  Luziania, 958 m S 16°15'48", W 47°56'15" Abril, 2007 30821
H. macrosiphon (Brig.) R. Harley Serra Dourada, Mossamedes, 1021 m S 16°4'25.8”, W 50°11'12.8" Maio, 2006 30814
H. marifolia (Benth.) R. Harley Serra dos Pireneus, Pirenépolis, 1324 m S 15°47'31.6", W 48°50'8.2" Agosto, 2006 30816
H. niguelandiensis (R. Atkinson) R. Harley = Chapada dos Veadeiros, Alto Paraiso, 1066 m S 14°10'11", W 47°49'34" Maio, 2007 30413
H. paradisi Harley® Chapada dos Veadeiros, Alto Paraiso, 1394 m S 14°5'17", W 47°31'17" Abril, 2007 30839
H. reticulata (Mart. ex Benth.) R. Harley Viandpolis, 927 m S 16°34'56", W 48°20'37.3" Outubro, 2007 30847
H. sphaerocephala (R. Atkinson) R. Harley  Serra dos Topazios, Cristalina, 1204 m S 16°46'49.8", W 47°39'19.1" Setembro, 2007 30669
H. subrosea Harley® Chapada dos Veadeiros, Alto Paraiso, 1394 m S 14°5'17", W 47°31'17" Abril, 2007 30833

a Espécies raras (MMA, 2008; Harley e Franca, 2010; Scarano e Martinelli, 2010).
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Anexo B - Tabela 2.2 Caracteres Morfolégicos das folhas de Hypenia coletadas no Cerrado de Goias.

Cadigos dos Caracteres Hypenia
brachystachys aristulata marifolia paradisi subrosea crispata durifolia glauca macrantha macrosiphon niquelandiensis reticulata sphaerocephala
Mais células na epiderme adaxial
1 que na abaxial + + + + + + + + - + + + +
o Cuticulas com estrias paralelas - - - - - + + + + + + + +
Células da epiderme abaxial com
3 parede anticlinal reta - - - - - - + + + - + + -
Células da epiderme abaxial com
4 parede anticlinal sinuosa + + - + + + - - - + - - +
5 Drusas na epiderme adaxial + + + + + - - - - _ - - +
g Amido na epiderme adaxial + + + + + - - - - _ - _ -
7 Cristais na epiderme adaxial + + + + + - - - - _ - _ +
g Cristais na epiderme abaxial _ + - + + - - - - - - - -
9 [Estomatos anisociticos + + - + + + + + + _ + + +
10 Nervura central plano-convexa + + + - - + + + + + + + +
Nervura central levemente plano-
11 convexa - - - - - - - - + - - - -
Nervura central convexa-convexa
com projecdo triangular na face
12 adaxial - - - - + - - - - - - - -
Cristais entre os vasos de menor
13 calibre + + + + + - - - - - - - -
14 Hidatodios marginais - + _ _ - + + + - - - + -
Flange cuticular na nervura
15 central + - - + + - - - - - - - -
1 Cuticula espessa + + R + - + + + + + + + +
17 Cuticulafina - _ + - - - - - - - - - -
Cristais prismaticos no
18 parénguima medular - - - + - + + + + + + + +

+ Presente. — Ausente.
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Apéndice C - Tabela 2.3 Porcentagem dos constituintes dos 6leos essenciais de Hypenia de acordo com seus esqueletos carbénicos.

Esqueleto Hypenia
carbdnico

brachystachys aristulata marifolia paradise subrosea crispata durifolia glauca macrantha macrosiphon niquelandiensis reticulata sphaerocephala
Triciclano - - - - - - - - - - - - 0,3
Pinano - - - - - - - - - 2,8 - - 0,6
Tujano 8,1 0,8 - - - - - - - 6,6 - - 1,0
Mentano 2,6 - 19,4 3,1 1,0 3,2 - - - 2,0 7,0 0,3 3,7
Mircano 29,5 0,8 30,8 1,3 - 11,9 - 7.9 3,3 1,0 33,3 7,1 3,2
Bourbonano 0,8 - - - - 3,4 - 1,0 - 1,8 4,6 0,8 4,2
Elemano - - - 0,8 - - - - - - - 3,7 0,6
Cedrano - - - - - - 1,3 - - - - 0,9 -
Cariofilano 11,3 13,9 14,2 17,3 15,4 12,9 18,8 135 11,8 20,4 7,0 23,5 37,1
Humulano 2,0 4,0 - 5,0 2,1 - 2,7 - 0,6 7,6 - - -
Guaiano - - - 1,8 - 1,9 1,3 - - - - - -
Cadinano 9,5 38,0 25,5 23,7 19,0 6,3 9,0 3,5 51 6,4 2,4 16,0 14,3
Germacrano - - 3,9 1,9 1,8 33,7 176 32,8 17,2 19,3 27,0 9,3 -
Eudesmano 14,0 29,6 - 15,5 12,6 6,6 10,4 8,2 39,3 9,3 2,2 17,6 13,0
Biciclogermacrano 1,6 - - 1,5 2,1 8,4 6,1 6,3 6,2 7,0 9,1 7,3 5,5
Silfiperfolano - - - - - - - - - - - - 0,9
Aromadendrano 18,6 12,9 6,2 28,2 35,2 11,9 32,9 26,9 16,5 15,8 7,4 13,4 15,6
Copaano - - - - 9,5 - - - - - - - -
Isolongifolano - - - - 1,4 - - - - - - - -
Bisabolano 0,8 - - - - - - - - - - - -
Farnesano 1,4 - - - - - - - - - - - -
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

(=) ndo detectado.
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Apéndice D - Tabela 2.4 Porcentagem dos constituintes dos 6leos essenciais de Hypenia coletadas no Cerrado de Goias.

Constituintes IR Hypenia

brachystachys aristulata marifolia paradise subrosea crispata durifolia glauca macrantha macrosiphon niquelandiensis reticulata sphaerocephala
Tricicleno 927 - - - - - - - - - - - - 0.32
o-Pineno 934 - - - - - - - - - 0,90 - - -
Sabineno” 974 - - - - - - - - - 6,15 - - 0.93
1-Octen-3-ol 977 - - 4,22 - - - - 0,68 - - - - -
B-Pineno 978 - - - - - - - - - 1,00 - - -
0-Cimeno 1024 - - - 0,52 - - - - - - - - -
B-felandreno 1029 - - - - - - - - - 1,82 - - 1.66
Acetofenona 1065 - - 4,77 - - - - - - - - - -
Linalool® 1100 - - 552 124 - 1,40 - 0,61 - 0,96 0,72 1,29 -
1,3,8-p-Mentatrieno 1111 - - 0,34 - - - - - - - - - -
trans-Tujona 1117 - 0,79 - - - - - - - - - - -
neo-Isopulegol® 1145 1,30 - 9,32 - - 168 - - - - 3,87 - 1.23
Isopulegol 1147 - - - - - - - - - - - 0,30 -
iso-Isopulegol® 1157 - - 5,20 - - 0,70 - - - - 1,18 - -
Mentol 1171 1,00 - - - - - - - - - - - -
cis-Pinocamfona 1174 - - - - - - - - - - - - 0.57
o-Terpineol 1185 - - - - 0,90 - - - - - - - -
trans-p-Menta-1(7),8-dien-2-ol 1188 - - 1,40 - - 062 - - - - 1,72 - 0.53
Citronelol® 1229 14,19 - 9,52 - - 5,58 - 361 2,48 - 20,49 2,55 2.44
Geraniol” 1255 2,92 - 4,72 - - 436 - 3,29 0,82 - 10,05 2,47 0.51
Formato de nerila 1280 - - - - - - - - - - 0,93 - -
B-Bourboneno® 1387 0,72 - - - - 325 - 092 - 1,71 4,45 0,75 3.97
B-Elemeno 1392 - - - 0,77 - - - - - - - 2,79 -
Geosmina 1404 - - - - - - 0,63 - - - - - -
Dodecanal 1407 - - - - - - - - - - - 0,89 -
o-Cedreno 1410 - - - - - - - - - - - 0,82 -
(E)-Cariofileno® 1420 1,93 2,42 3,56 2,83 2,89 6,19 2,72 5,36 4,80 7,92 4,64 6,52 18.57
a-trans-Bergamoteno 1439 - - - - - - - - - 0,70 - - -
a-Humuleno” 1456 1,15 - - - - - 086 - 0,60 4,48 - - ;
trans-Prenil limoneno 1457 - - - 2,34 - - - - - - - - -
9-epi-(E)-Cariofileno 1465 - - - - - - - - - 1,04 - - -
y-Gurjuneno 1478 - - - 1,62 - - - - - - - - -
y-Muuroleno® 1479 - - 1,63 1,03 - 081 1,01 - - - - 1,09 5.42
Germacreno D° 1484 - - 3,25 0,87 157 31,48 17,20 31,20 17,22 17,18 25,25 5,02 -
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Constituintes

IR?

Hypenia

brachystachys aristulata marifolia paradise subrosea crispata durifolia glauca macrantha macrosiphon

niquelandiensis reticulata sphaerocephala

B-Selineno®
a-Selineno
Biciclogermacreno®
a-Muuroleno®
Germacreno A
a-Cadineno®
7-epi-a-Selineno
§-Cadineno®
a-Calacoreno

Elemol
Silfiperfol-5-en-3-ol A
Germacreno B
Butanoato de geranila
Palustrol

Alcool cariofilenilico
Espatulenol”

Hidrato de trans-
sesquisabineno °
Oxidode Cariofileno ®
B-Copaen-4a.-ol°
Globulol

Rosifoliol

Guaiol

2-Metilbutanoato Geranila °

Ledol
Epdxido de humuleno 11°
trans-Isolongifolanona

Muurola-4,10(14)-dien-1p-ol°
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
Cariofila-4(12),8(13)-dien-5a-

ol

Cariofila-4(12),8(13)-dien-5p-

ol

Epoxido de allo-
Aromadendreno
epi-a-Muurolol®
a-Muurolol®

1489
1498
1500
1501
1506
1516
1518
1524
1546
1552
1554
1560
1566
1572
1572
1578
1583

1583
1586
1593
1595
1596
1596
1604
1613
1628
1631
1634

1639

1639
1640

1644
1645

1,39
0,72

0,73
2,40

6,86
10,54

4,45

3,63
3,76
1,36
1,67
0,85
1,10

3,58
0,73

0,73

6,95

0,61

5,93
0,62

1,55

1,95

6,24

2,56

0,71

1,70

6,53
1,95
3,21
2,35

5,58

1,03
0,46

0,77

5.14

0.48
0.97
2.99

0.53
0.86

12.59

13.36

0.68

1.45
1.24

0.93
0.75
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Constituintes IR? Hypenia

brachystachys aristulata marifolia paradise subrosea crispata durifolia glauca macrantha macrosiphon niquelandiensis reticulata sphaerocephala
Cubenol® 1649 1,80 3,77 - 1,17 1,18 - - - - - - 0,36 -
B-Eudesmol 1654 - - - - - - - - - - - 0,73 1.17
o-Eudesmol 1655 - - - - - - - - - - - - 1.99
a-Cadinol” 1656 0,66 - 3,19 4,23 - - 1,98 - - - 1,28 - -
Selin-11-en-4a-ol° 1659 8,41 25,20 - 517 11,06 4,39 6,90 5,33 34,80 5,81 2,12 12,20 5.47
ar-Turmerona 1665 0,68 - - - - - - - - - - - -
14-Hidréxi-9-epi-(E)-
cariofileno 1667 - - - - - - 1,18 - - - - - 0.75
n-Tetradecanol 1670 - - - - - - - - - - - 3,28 -
5-iso-Cedranol 1671 - - - - - - 1,23 - - - - - -
Cadalene 1676 0,92 - - - - - - - - - - - -
Khusinol 1676 - - - 1,24 0,68 - - - - - - - -
Germacra-4(15),10(14)-trien-
lo-ol 1688 - - - - - - - - - 0,77 - - -
Eudesma-4(15),7-dien-1p-ol® 1689 - 3,80 - - - 1,88 2,58 2,52 2,50 2,30 - 1,04 2.59
Eudesm-7(11)-en-4-ol 1695 - - - 1,16 - - - - - - - - -
p-Davanona-2-ol 1720 1,27 - - - - - - - - - - - -
2-Hexil-(E)-cinamaldeido 1747 2,00 - - - - - - - - - - - -
Benzoato de benzila 1763 4,22 - - - - - - - - - - - -
Isobutirato de (Z)-Nerolidila 1779 1,13 - - - - - - - - - - - -
Monoterpeno hidrocarboneto - - 0,34 0,52 - - - - - 9,87 - - 2,91
Monoterpeno oxigenado 19.41 0,79 35,68 1,24 0,90 14,34 - 751 3,30 0,96 38,03 6,61 5,28
Sesquiterpeno hidrocarboneto 6.47 9,22 15,01 2541 9,14 54,05 34,11 46,83 35,19 45,56 44,15 38,31 37,54
Sesquiterpeno oxigenado 5419 87,20 26,71 6566 78,10 26,92 63,39 40,91 61,50 36,61 13,63 43,99 48,05
Outros 15.44 0,78 15,00 - - - 0,63 0,68 - - 0,93 4,17 -
Rendimento do 6leo (%) 0.032 0,012 0,092 0,010 0,205 0,129 0,088 0,098 0,103 0,118 0,019 0,078 0,043
Identificados (%) 95,51 9799 92,74 9283 88,14 9531 98,13 95,93 99,99 93,00 96,74 93,08 93,78

#Indice de Retencdo. ® Constituintes selecionados para ACP. (=) néo detectado.
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Apéndice E - Tabela 2.5: Resultado da andlise do solo® dos locais de coleta de Hypenia.

Hypenia argila silte areia MO Cu Fe Mn  Zn P K Ca Mg H+Al Al CTC pH
H. brachyatachys 170 140 690 14 08 1220 135 04 14 330 13 03 35 15 52 40
H. marifolia 320 130 550 49 01 1386 25 04 20 690 14 04 100 42 120 39
H. sphaerocephala 23.0 8.0 69.0 20 01 67.6 21 04 26 520 13 0.2 4.3 15 59 40
H. durifolia 520 22.0 260 29 0.1 405 39 04 11 330 14 03 59 06 77 42
H. crispata 44.0 9.0 470 28 0.1 655 49 04 17 330 13 03 59 10 76 42
H. glauca 19.0 1.0 80.0 14 0.1 693 45 04 20 290 16 04 43 10 64 43
H. reticulata 600 290 110 14 03 366 313 04 14 320 41 51 59 17 152 45
H. macrosiphon 23.0 4.0 730 39 03 272 275 04 29 780 23 05 90 14 120 43
H. niquelandiensis 14.0 6.0 80.0 33 01 3838 29 04 69 450 14 02 66 23 83 39
H. macrantha 14.0 6.0 80.0 33 0.1 336 26 04 14 350 14 02 59 22 76 40
H. aristulata 240 110 650 41 03 644 51 04 26 530 14 03 73 22 91 39
H. subrosea 16.0 4.0 80.0 21 01 227 1.7 04 14 300 13 02 81 14 97 40
H. paradisi 16.0 4.0 80.0 48 01 414 31 04 17 580 18 03 53 25 75 40

& Unidades de medida das variaveis: Argila, silte, areia e matéria organica (MO): porcentagem. Cobre (Cu), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Zinco (Zn), Fésforo (P) e

Potéssio (K): mg/dm3. Célcio (Ca), Magnésio (Mg), Potencial de acidez (H + Al), Aluminio (Al) e Capacidade de troca catiénica (CTC): cmolc/dm?.

0.
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Apéndice F - Tabela 2.6 Porcentagens® dos constituintes dos 6leos essenciais de

Hypenia agrupados de acordo com a HCA.

Constituintes IR® IR° Classe | Classe I
Tricicleno 927 921 - 0,04 £0,11
a-Pineno 934 932 - 0,11 +£0,32
Sabineno 974 969 - 0,89 + 2,15
1-Octen-3-ol 977 974 0,84+ 1,89 a 0,09 +0,24 a
B-Pineno 978 974 - 0,13+0,35
o-Cimeno 1024 1022 0,10 + 0,23 -
B-Felandreno 1029 1025 - 0,44 + 0,81
Acetofenona 1065 1065 0,95+ 2,13 -

Linalool® 1100 1095 1,35+2,39 a 0,62+0,58 a
1,3,8-p-Mentatrieno 1111 1108 0,07 £ 0,15 -
trans-Tujona 1117 1112 0,16 + 0,35 -
neo-lsopulegol® 1145 1144 2,12+ 4,06 a 0,85+1,39 a
Isopulegol 1147 1145 - 0,04 £0,11
iso-Isopulegol® 1157 1155 1,04+ 2,33 a 0,24 +0,45a
Mentol 1171 1167 0,20 £ 0,45 -
cis-Pinocamfona 1174 1172 - 0,07 +£ 0,20
a-Terpineol 1185 1186 0,18 £ 0,40 -
trans-p-Menta-1(7),8-dien-2-ol 1188 1187 0,28+0,63a 0,36 £ 0,61 a
Citronelol 1229 1223 474 +6,70 a 4,64 + 6,66 a
Geraniol 1255 1249 1,53+2,19a 2,69+3,38a
Formato de nerila 1280 1280 - 0,12 + 0,33
B-Bourboneno® 1387 1387 0,14+0,32b 1,88+ 1,78 a
B-Elemeno® 1392 1389 0,15+0,34 a 0,35+0,99 a
Geosmina 1404 1399 - 0,08 £ 0,22
Dodecanal 1407 1408 - 0,11 +0,31
a-Cedreno 1410 1410 - 0,10 £ 0,29
(E)-Cariofileno® 1420 1417 2,73+0,60b 7,09 + 4,88 a
a-trans-Bergamoteno 1439 1432 - 0,09 + 0,25
a-Humuleno® 1456 1452 0,23+ 0,51 a 0,74+ 155 a
trans-Prenil limoneno 1457 1457 0,47 £ 1,05 -
9-epi-(E)-Cariofileno 1465 1464 - 0,13 £ 0,37
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Constituintes IR IR Classe | Classe I
y-Gurjuneno 1478 1475 0,32+0,72 -
y-Muuroleno 1479 1478 0,53+0,76 a 1,04+1,83a
Germacreno D 1484 1484 1,14+1,35b 18,1+11,4a
B-Selineno 1489 1489 0,73+1,62a 0,53+0,83a
a-Selineno 1498 1498 0,75+ 1,68 -
Biciclogermacreno 1500 1500 0,92+0,87b 6,65+1,19a
o-Muuroleno 1501 1500 1,00+ 1,13 a 0,32+0,69 a
Germacreno A° 1506 1508 0,17+0,38 a 0,40+ 1,13 a
a-Cadineno 1516 1513 0,74+ 1,14 a 1,22+1,05a
7-epi-a-Selineno 1518 1520 - 0,12 + 0,34
5-Cadineno 1524 1522 3,03+1,48a 3,22+ 1,37 a
a-Calacoreno® 1546 1544 0,82+ 1,46 a 0,13+0,36 a
Elemol 1552 1548 - 0,12 + 0,23
Silfiperfol-5-en-3-ol A 1554 1557 - 0,11 £ 0,30
Germacreno B 1560 1559 - 0,18+ 0,34
Butanoato de Geranila 1566 1562 0,16 + 0,35 -

Palustrol 1572 1567 - 0,34 £ 0,96
Cariofilenil alcodl 1572 1570 0,96 + 1,65 -

Espatulenol 1578 1577 17,4+ 105a 16,1+ 8,60 a
Hidrato de trans-sesquisabineno 1583 1577 1,44 + 3,22 -

Oxido de cariofileno 1583 1582 916+2722a 9,36 £ 4,45 a
-Copaen-4a-ol 1586 1590 1,68 + 3,75 -

Globulol® 1593 1590 0,52+1,17a 0,11+0,30 a
Rosifoliol 1595 1600 - 0,06 + 0,18
Guaiol 1596 1600 - 0,38+ 0,72
2-metilbutanoato de Geranila 1596 1601 2,82 + 3,93 -

Ledol 1604 1602 0,28 +£ 0,62 -

Epdxido de humuleno I 1613 1608 2,20+ 2,02 a 0,54+1,02a
trans-Isolongifolanona 1628 1625 0,25+ 0,56 -
Muurola-4,10(14)-dien-1p-ol 1631 1630 3,90+2,29a 0,60+1,01b
Selina-1,3,7(11)-trien-8-one 1634 1632 0,94+ 1,77 -
Cariofila-4(12),8(13)-dien-5c-ol 1639 1639 - 0,09+0,24
Cariofila-4(12),8(13)-dien-53-ol 1639 1639 0,20+ 0,44 a 0,18+0,51a
Epdxido de allo-Aromadendreno 1640 1639 0,15+ 0,33 a 0,22 +0,45 a
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Constituintes IR IR Classe | Classe I
epi—oc—MuuroIoId 1644 1640 1,52+ 3,00 a 0,12 +0,33 a
a-Muurolol® 1645 1644 585+3,08a 0,28+0,39b
Cubenol 1649 1645 158+ 1,38 a 0,05+0,13b
B-Eudesmol 1654 1649 - 0,24 + 0,46
a-Eudesmol 1655 1652 - 0,25 +0,70
o-Cadinol 1656 1652 162+1,97a 0,41+0,78 a
Selin-11-en-4o-ol 1659 1658 9,97+9,46a 9,63+10,6 a
ar-Turmerona 1665 1668 0,14 £ 0,30 -
14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno 1667 1668 - 0,24 £ 0,46
n-Tetradecanol 1670 1671 - 0,41+1,16
5-iso-Cedranol 1671 1672 - 0,15+ 0,43
Cadaleno 1676 1675 0,18 £ 0,41 -

Khusinol® 1676 1679 0,38 + 0,56 -
Germacra-4(15),10(14)-trien-1ca-ol 1688 1685 - 0,10 + 0,27
Eudesma-4(15),7-dien-14-ol 1689 1687 0,76+1,70a 1,93+0,94 a
Eudesm-7(11)-en-4-ol 1695 1700 0,23 £ 0,52 -
-Davanona-2-ol 1720 1718 0,25+ 0,57 -
2-Hexil-(E)-cinamaldeido 1747 1748 0,40 + 0,89 -

Benzoato de benzila 1763 1759 0,84 + 1,89 -

Isobutirato de (Z)-Nerolidila 1779 1783 0,23+0,51 -
Monoterpeno hidrocarboneto 0,17 £ 0,24 a 1,60+ 3,49 a
Monoterpeno oxigenado 116+ 157a 9,50+ 124 a
Sesquiterpeno hidrocarboneto 13,1+76Db 420+6,8a
Sesquiterpeno oxigenado 62,4+ 235a 419+ 16,7 a
Outros 6,24 + 8,20 a 0,80+1,41 a
Total identificado 93,4+ 3,7 a 95,8+ 25a

®Média baseada nos dados originais. “indice de retencdo calculado. ®indice de retencdo da literatura

(Adams, 2007). “Dados transformados por “rank” e ®arco-seno nas analises por ANOVA. - = ndo detectado.

Porcentagens seguidas pela mesma letra nas linhas ndo foram significativamente diferentes a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.
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Apéndice G - Tabela 2.7 Porcentagem® dos constituintes dos 6leos essenciais das

espécies de Hypenia agrupadas de acordo com os esqueletos carbénicos.

Esqueleto carbdnico Classe | Classe ll
Triciclano - 0+0,1
Pinano - 04+1,0
Tujano 18+35a 1,0+23a
Mentano® 52+80a 20+25a
Mircano 125+ 16,1 a 8,5+10,8a
Bourbonano® 02+0,4b 20+19a
Elemano® 0,2+04a 05+1,3Db
Cedrano - 0,3£0,5
Cariofilano® 144+ 22a 18,1+ 9,3 a
Humulano 26+19a 14+27a
Guaiano 0,4+0,8a 0,4+0,8a
Cadinano® 23,1+ 10,4 a 7,9+49b
Germacrano 15+16D 19,6 +115a
Eudesmano 14,3+ 10,5 a 13,3+ 11,4 a
Biciclogermacrano 1,0+£1,0b 70+12a
Silfiperfolano - 0,1+0,3
Aromadendrano 20,2+116a 175+ 83a
Copaano 19+43 -
Isolongifolano 0,3+0,6 -
Bisabolano 0,2+0,3 -
Farnesano 0,3+0,6 -

®Média baseada nos dados originais. Transformacéo dos dados por “arco-seno e “rank” para a analise

por ANOVA. Valores de porcentagem seguidos pela mesma letra nas linhas ndo apresentaram

diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. - = ndo detectado.
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Apéndice H - Figura 2.1 Esqueletos carbbénicos dos constituintes dos 6leos essenciais

de Hypenia.





