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MORFOANATOMIA, TRICOMAS GLANDULARES E FITOQUIMICA DE
Lomatozona artemisiifolia Baker (ASTERACEAE - EUPATORIEAE) - UMA PLANTA
ENDEMICA DO CERRADO DE GOIAS

RESUMO

Morfoanatomia, tricomas glandulares e fitoquimica de Lomatozona artemisiifolia Baker
(Asteraceae - Eupatorieae) — Uma planta endémica do cerrado de Goias - A familia
Asteraceae é amplamente distribuida, possuindo 24.000 espécies e 1.600 a 1700 géneros,
constituindo uma das maiores familias de fanerégamas. No Cerrado, dentre as faner6gamas, é
a segunda maior familia em quantidade de espécies. Dentre as inUmeras espécies de
Asteraceae esta presente Lomatozona artemisiifolia Baker, pertence a tribo Eupatorieae. O
objetivo do presente estudo foi descrever anatomicamente 0s 6rgaos vegetativos aéreos desta
espécie, caracterizar os tricomas glandulares que ocorrem nestes 6rgaos vegetativos e nas
inflorescéncias, determinar a composicao do 6leo essencial e realizar o estudo fitoquimico da
espécie, ja que ndo ha trabalhos com esta espécie que é endémica do Cerrado. Para o estudo
anatémico foram utilizados apices caulinares, amostras de folhas completamente expandidas e
de caules. A prospeccao fitoquimica foi realizada com 6rgdos aéreos vegetativos e a extracao
do 6leo foi realizada com material vegetal fresco (6rgaos aéreos vegetativos). A epiderme é
uniestratificada recobertas por cuticula delgada estriada e o mesofilo é dorsiventral. O caule
possui epiderme uniestratificada, cortex com colénquima angular e lamelar, ductos secretores
associados ao parénquima cortical, fibras esclerenquimaticas formando calotas externas ao
floema, os feixes s@o colaterais. Ocorre a presenca de oito tipos de tricomas glandulares na
lamina foliar e caule. Foram identificadas a presenca de tracos de alcaldides, cumarinas,
heterosideos flavonoides e saponinas. Na extracdo do oOleo foram identificandos 21
compostos, 0s majoritarios foram y- muuroleno com cerca de 28.81%, o -germacreno com

18,23%, cariofileno 12,48%, 6-elemeno 8,61%, d-careno 7,55%, 3-ocimeno 5,94%.

Palavras-chave: anatomia caulinar e foliar; estruturas secretoras; 6leos essenciais; ontogenia;

prospecc¢éo fitoquimica.
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MORPHOANATOMY, TRICHOMES GLANDULAR and PHYTOCHEMISTRY of
Lomatozona artemisiifolia Baker (ASTERACEAE - EUPATORIEAE) - A PLANT OF
ENDEMIC OF CERRADO OF GOIAS

ABSTRACT

Morphoanatomy, trichomes glandular and phytochemistry of Lomatozona artemisiifolia
Baker (Asteraceae - Eupatorieae) - a plant of endemic of Cerrado of Goias - The
Asteraceae family is widely distributed, having 24,000 species and genera 1600-1700,
constituting one of the largest families of phanerogams. In the Cerrado, among phanerogams,
is the second largest family in number of species. Among the numerous species of Asteraceae
is present Lomatozona artemisiifolia Baker, belongs to the tribe Eupatorieae. The objective of
this study was to describe anatomically aerial vegetative organs of this species, characterize
the glandular trichomes that occur in these vegetative organs and inflorescences, determine
the composition of the oil and perform the phytochemical study of the species, as there is no
work on this species which is endemic to the Cerrado. For anatomical study were used apexes,
samples of completely expanded leaves and stems. The phytochemical screening was
performed with aerial vegetative organs and oil extraction was performed with fresh plant
material (aerial vegetative organs). The epidermis is uniseriate covered with a thin cuticle
striated and mesophyll is dorsiventral. The stem has uniseriate epidermis, cortex and with
angular collenchyma lamellar secretory ducts associated with the cortical parenchyma,
sclerenchyma fibers forming ice outside the phloem bundles are collateral. Is the presence of
eight types of glandular trichomes on the leaf and stem. We identified the presence of traces
of alkaloids, coumarins, traces of digitalis glycosides, saponins, flavonoids and glycosides. In
oil extraction were identificandos 21 compounds, the major compounds are y-muuroleno
about 28.81%, the B-germacrene with 18.23%, 12.48% caryophyllene, &-elemene 8.61%,

7.55% o-carene, p-ocimene 5.94%.

Keywords: stem and leaf anatomy; secretory structures; essential oils; ontogeny;

phytochemical prospection.
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1. INTRODUCAO GERAL

A familia Asteraceae possui distribui¢do subcosmopolita, sendo encontrada em todos
0s continentes, com excecdo da Antartida. Possui cerca 24.000 espécies e 1.600 a 1700
géneros (FUNK et al., 2009), constituindo cerca de 10% das angiospermas do mundo
(BREMER, 1994). A familia € monofilética comp@e-se de ervas anuais e perenes, subarbustos
e arbustos, lianas e raramente arvores (CRONQUIST, 1968; FUNK et al., 2009). Suas
espécies podem ser encontradas em diferentes condi¢cdes climéaticas e nos mais variados
habitats, desde regiGes tropicais, subtropicais até temperadas, mas poucas espéecies sdo
verdadeiramente aquaticas (BARROSO et al., 1991). Essa ampla distribuicéo é atribuida a sua
extraordinaria capacidade de adaptacdo e a sua capacidade de dispersdo por frutos com papus
plumosos, estruturas de aderéncia, apéndices e a producdo de metabdlitos secundarios
relacionados a protecdo contra herbivoria e as condi¢cbes ambientais adversas (FUNK et al.,
2005; CRONQUIST, 1968).

De acordo com BREMER (1994) as espécies da familia Asteraceae eram distribuidas
em trés subfamilias, Barnadesioideae, Cichoroideae e Asteroideae. Porém estudos mais
recentes mostraram que a familia Asteraceae é subdividida em 12 subfamilias (FUNK et
al.,2009). No Brasil, sdo citadas 28 tribos: Anthemideae, Astereae, Bahieae, Barnadesieae,
Cardueae, Cichorieae, Coreopsideae, Eupatorieae, Gnaphalieae, Gochnatieae, Helenieae,
Heliantheae, Hyalideae, Inuleae, Liabeae, Millerieae, Moquinieae, Mutisieae, Nassauvieae,
Neurolaeneae, Onoserideae, Polymnieae, Senecioneae, Stifftieae, Tageteae, Tarchonantheae,
Vernonieae, Wunderlichieae (NAKAJIMA et al., 2013).

No Brasil, a familia Asteraceae abrange os dominios fitogeogréaficos da Caatinga,
Amazo6nia, Pantanal, Pampa, Mata Atlantica e Cerrado (NAKAJIMA et al., 2013). Possuem
grande importancia para composi¢do da vegetacdo de diferentes locais, sendo uma das
familias mais ricas (BARROSO et al., 1991).

Apesar da grande diversidade morfoldgica e anatdmica das Asteraceae, sdo relatados
uma série de caracteres comuns a familia como a presenca de estdmatos anomociticos, caules
herbaceos com feixes colaterais acompanhados por fibras, crescimento secundario ndo usual
em espécies lenhosas, caule com endoderme podendo conter grdos de amido e estria de
Caspary, estruturas secretoras como ductos secretores (METCALFE & CHALK, 1950) e
tricomas glandulares (LOPES, 1991). Outras estruturas secretoras ja foram registradas para a
familia Asteraceae, dentre elas hidatodios, idioblastos, cavidades, laticiferos, nectérios
extraflorais e apéndices glandulares (CARLQUIST, 1958; WERKER & FAHN 1981;
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ASCENSAO & PAIS 1982,1987; CASTRO et al., 1997; LERSTEN & CURTIS 1988;
VERTREES & MAHLBERG, 1978). Esta familia possui capacidade de biossintetizar
diversos tipos de metabdlitos secundarios como acidos fenolicos, poliacetilenos, flavondides,
cumarinas, benzofuranos, monoterpenos, diterpenos, triterpenos, sesquiterpenos com destaque
para as lactonas sesquiterpénicas (CALABRIA et al., 2009).

Dentre as tribos da familia Asteraceae tem-se a tribo Eupatorieae, a qual pertence a
espécie em estudo Lomatozona artemisiifolia Baker. Esta tribo possui espécies de grande
relevancia na medicina tradicional como: espécies de Mikania Willd. usadas na Africa e
América do Sul no tratamento de mordidas de serpentes; Stevia rebaudiana Bertoni usada
pelo seu sabor doce podendo ser substituta do aglcar; Austroeupatorium inulaefolium Kunth
usada no Uruguai no controle da natalidade; Eupatorium cannabinum L. usada na india para
tratamentos de Ulceras e na Italia na homeopatia (KING & ROBINSON, 1987). Essa tribo
compde a maior parte das espécies da familia Asteraceae nas regides Neotropicais e possui
cerca de 200 géneros, correspondendo aproximadamente 10% das Asteraceae (KING &
ROBINSON, 1987). No Parque Nacional da Serra da Canastra a tribo Eupatorieae é a mais
rica em quantidade de géneros e a segunda mais rica em numero de espécies sendo superada
apenas pela tribo Vernonieae (NAKAJIMA, 2001).

Na tribo Eupatorieae, em todas as inflorescéncias, principalmente em tons de amarelo,
sdo encontrados flavonodides. Existem relatos da presenca de alcaldides pirrolizidinicos
diferentes dos sintetizados pela tribo Senecioneae, que é proxima a tribo Eupatorieae. Nos
6leos essenciais podem ser encontrados benzofuranos, responsaveis pelas varias espécies
desta tribo serem venenosas. Os sesquisterpenos ocorrem em larga frequéncia dentro desta
tribo, ja os monoterpenos na forma de derivados de timol ocorrem esporadicamente (KING &
ROBINSON, 1987). Estudos realizados com Chromolaena hirsuta Hook. & Arn. e
Chromolaena squalida DC. mostraram pela primeira vez na tribo Eupatorieae a presenga de
flavonoides acumulados em tricomas glandulares das folhas (TALEB-CONTINI et al., 2007)

Lomatozona artemisiifolia Baker pertence ao género Lomatozona, € uma espécie
endémica do cerrado, pertence a familia Asteraceae e tribo Eupatorieae. Esta encontra-se

inserida na lista vermelha da flora brasileira ameacada de extingdo (NAKAJIMA et al., 2012).

17



2. JUSTIFICATIVA

O género Lomatozona Baker possui quatro espécies, todas pouco estudadas
(OLIVEIRA, 2013). A espécie Lomatozona artemisiifolia Baker estd incluida na Lista
Vermelha da Flora Brasileira, instrumento legal para a protecdo de espécies ameacadas de
extincdo (NAKAJIMA et al., 2012). Os resultados do presente trabalho contribuirdo como
subsidio para estudos taxonémicos, fitoquimicos, relacdes genéticas e para investigacoes

sobre possiveis caracteres estruturais relacionados a sua adaptacao.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Realizar estudo anatdmico, caracterizar os tricomas glandulares e analisar

fitoqguimicamente a espécie Lomatozona artemisiifolia Baker (Asteraceae - Eupatorieae).

3.2. Objetivos especificos:

e descrever a organizagdo anatdbmica do caule e da folha;

e identificar e caracterizar os tricomas glandulares que ocorrem nos 6rgdos aéreos
vegetativos e nas flores;

e descrever as principais etapas da ontogenia dos tricomas glandulares identificados na
folha e no caule;

o realizar a prospeccéo fitoquimica dos 6rgaos vegetativos aéreos e das inflorescéncias;

e determinar a composicao do 6leo essencial produzido pelos 6rgédos vegetativos aéreos.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Caracterizacdo taxondmica da familia e da espécie

A familia Asteraceae possui distribuicdo subcosmopolita, sendo encontrada em quase
todos os continentes, com excecdo da Antartida. Suas espécies podem ser encontradas em
diferentes condigdes climaticas e nos mais variados habitats, desde regides tropicais,
subtropicais até temperadas, mas poucas espécies sao verdadeiramente aquaticas (BARROSO
et al., 1991). Sdo encontradas em maior freqliéncia ao longo dos Andes, areas Mediterraneas,
Asia central, sudeste Asiético, Austrélia, oeste dos Estados Unidos e México, sul do Brasil e
sul da Africa (BREMER, 1994). Essa ampla distribuicdo é atribuida a uma extraordinaria
capacidade de adaptacdo e de dispersdo por frutos com papus plumosos, estruturas de
aderéncia e apéndices (FUNK et al., 2005; CRONQUIST, 1968). Além disto, as plantas desta
familia possuem estruturas secretoras responsaveis pela sintese de metabdlitos secundarios
responsaveis pela defesa quimica e que contribuem certamente para 0 Seu sucesso e sua
distribuicdo cosmopolita (ALMEIDA-CORTEZ et al., 2004).

A familia Asteraceae possui cerca de 24.000 espécies e 1.600 a 1700 géneros (FUNK
et al., 2009), constituindo uma das maiores familias de faner6gamas e representando cerca de
10% das angiospermas do mundo (BREMER, 1994). E monofilética, compde-se de ervas
anuais e perenes, subarbustos e arbustos, lianas e raramente arvores (CRONQUIST, 1968;
FUNK et al., 2009). BREMER (1994) divide a familia Asteraceae em trés subfamilias,
Barnadesioideae, Cichoroideae e Asteroideae, mas na classificacdo recente de FUNK et al.
(2009) a familia Asteraceae é subdividida em 12 subfamilias. No Brasil, ocorrem 28 tribos:
Anthemideae, Astereae, Bahieae, Barnadesieae, Cardueae, Cichorieae, Coreopsideae,
Eupatorieae, Gnaphalieae, Gochnatieae, Helenieae, Heliantheae, Hyalideae, Inuleae, Liabeae,
Millerieae, Moquinieae, Mutisieae, Nassauvieae, Neurolaeneae, Onoserideae, Polymnieae,
Senecioneae, Stifftieae, Tageteae, Tarchonantheae, Vernonieae, Wunderlichieae, possuindo
276 géneros e 2047 espécies, sendo 74 géneros endémicos e 1305 espécies sdo também
endémicas (NAKAJIMA et al., 2013).

Essa tribo compbe a maior parte das espécies da familia Asteraceae nas regides
Neotropicais e possui cerca de 200 géneros, correspondendo aproximadamente 10% das
Asteraceae (KING & ROBINSON, 1987). Estudos realizados por KING & ROBINSON
(1987), levaram a um novo sistema de classificacdo estabelecendo trés novos géneros

Ageratina, Ayapana e Campuloclinium cujas espécies antes pertenciam ao género
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Eupatorium. No Brasil ainda existem poucos estudos com a tribo, entretanto, sabe-se que no
Parque Nacional da Serra da Canastra a tribo Eupatorieae é a mais rica em quantidade de
géneros e a segunda mais rica em numero de espéecies sendo superada apenas pela tribo
Vernonieae (NAKAJIMA, 2001).

O género Lomatozona € encontrado exclusivamente em regides de cerrado rupestre do
Centro-Oeste, principalmente nos Estados de Goids e Mato Grosso, sendo constituido por
quatro espécies. A espécie Lomatozona artemisiifolia € encontrada apenas no Estado de
Goiés e ja foi registrada nas regides de Serranopolis, Mossamedes e Jatai (OLIVEIRA, 2013;
CNCFLORA, 2011). Esta espécie encontra-se inserida na lista vermelha da flora brasileira
ameacada de extincdo, classificada atualmente como DD (data deficient/dados deficientes).
Esta classificacdo indica que a mesma tem distribuicdo restrita e poucas informacgdes
disponiveis (NAKAJIMA et al. 2012).

4.2 Caracteristicas anatdmicas das Asteraceae

Segundo Metcalfe & Chalk (1950) as plantas da familia Asteraceae possuem algumas
caracteristicas em comum como a presenca de feixes colaterais acompanhados por fibras nos
caules herbaceos, presenca de endoderme com grdos de amido e estria de Caspary
contornando o sistema vascular, folhas anfiestomaticas, estdmatos do tipo anomociticos,
presenca de tricomas glandulares bisseriados, ocorréncia de ductos secretores e mesofilo
dorsiventral.

De acordo com ARENS (1958b), a estrutura foliar das espécies depende do genoma e
de fatores ambientais que estas estdo expostas. Sendo assim, algumas caracteristicas que
ocorrem nas espécies da familia Asteraceae sdo determinadas pelo seu genoma e outras sdo
fortemente influenciadas pelo ambiente que vivem.

Estdbmatos anomociticos em ambas as faces da epiderme ocorrem em Galinsoga
parviflora Cav. e G. ciliata (Raf.) Blake (DUARTE & LOPES, 2004), Calea uniflora Less
(BUDEL et al, 2006), Flourencia campestris e F. oolepis Blake (DELBON et al., 2007),
Porophyllum ruderale Jacq. Cass.e Chaptalia nutans L. Pohl, (DUARTE et al., 2007),
Baccharis obovata Hook. & Arn. (MOLARES et al., 2009), Eremanthus erythropappus (DC.)
MacLeisch (DUTRA et al., 2010), Ageratum conyzoides L. (MILLANI et al., 2010),
Gochnatia barrosii Cabrera (ROSSATTO & KOLB, 2012). Entretanto, algumas destas
possuem estdmatos predominantemente na face abaxial da epiderme (DUARTE et al., 2007).

Em outras espécies ocorrem folhas com estdmatos apenas na face abaxial (DUARTE &
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ESTELITA, 1999; OLIVEIRA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2000; FERREIRA et al., 2002;
BUDEL et al., 2006; MARTINS et al., 2006; BUDEL & DUARTE, 2008; EMPINOTTI &
DUARTE, 2008; BUDEL et al., 2009; JUNIOR et al., 2009).

A cuticula que recobrem as folhas possui padrdes variados. Algumas espécies
possuem células com cuticula espessa (TAVARES et al.,2000; DEL-VECHIO-VIEIRA et
al.,2008), entretanto algumas possuem cuticula delgada com estria¢fes nitidas (EMPINOTTI
& DUARTE, 2008), ou cuticula delgada e lisa (DUARTE et al., 2007) e também podem
apresentar cuticula delgada levemente estriada (DUARTE & LOPES, 2004).

No caule, é comum a presenca de endoderme bem definida com amido (METCALFE
& CHALK, 1950), associados a estas estruturas sdo encontrados ductos secretores que foram
descrito para varias espécies desta familia (PAGNI & MASINI, 1999; LERSTEN & CURTIS,
1987). Fibras associadas ao sistema vascular ocorrem com frequéncia nas espécies de
Asteraceae (CARLQUIST, 1957; JORGE et al, 1991; FAHN & CUTLER, 1992;
BREITWIESER,1993; DUARTE & ESTELITA, 1999; BUDEL et al., 2003c; BUDEL et al.,
2003b; BUDEL et al.,, 2004; MELO-DE-PINNA, 2004; MUSSURY et al., 2007,
EMPINOTTI & DUARTE, 2008).

A ocorréncia de fibras acompanhando feixes vasculares €, também, uma caracteristica
comum (CARLQUIST, 1957; ANDERSON & CREECH, 1975; BREITWIESER,1993) e ja
foram relatadas em varias espécies (JORGE et al., 1991; DUARTE & ESTELITA, 1999;
BUDEL et al., 2003b; BUDEL et al., 2003c; BUDEL et al., 2004; MUSSURY et al., 2007;
EMPINOTTI & DUARTE, 2008). Estas fibras, de acordo com FAHN & CUTLER (1992),
ocorre em varios géneros desta familia.

Nas plantas do Cerrado, incluindo espécies de Asteraceae (TAVARES et al.,2000;
DEL-VECHIO-VIEIRA et al.,2008), ocorrem algumas caracteristicas anatdbmicas com certa
frequéncia. Estas caracteristicas incluem a presenca de cuticula e camadas epicuticulares
espessas protegendo a epiderme, camaras subestomaticas, grande quantidade de tricomas na
folha, esclerénquima e colénquima desenvolvidos (MORRETES & FERRI, 1959;
MORRETES, 1967). Muitas plantas adaptadas a estas condi¢fes do Cerrado possuem
caracteristicas consideradas xeromdrficas ou mais comumente denominadas de
escleromorficas (ARENS, 1958a; ARENS, 1958b; MORRETES & FERRI, 1959;
MORRETES, 1967).
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4.3 Estruturas secretoras e compostos secundarios

As estruturas secretoras sdo compostas por agrupamentos de células ou por células
individualizadas e podem se diferir na forma, material secretado e localizacdo na planta (VON
POSER & MENTZ, 2001). O tipo e a posicdo da estrutura secretora sdo ferramentas
importantes para identificacdo das espécies e podem ser utilizadas como pardmetro no
controle de qualidade farmacéutica (VON POSER & MENTZ, 2001). A investigacdo dessas
se faz importante para andlise da sintese e do acimulo de importantes produtos naturais e para
estudos taxondmicos (SILVA, 2010).

Os estudos sobre as estruturas secretoras envolvem o conhecimento a respeito da sua
estrutura, seu exsudato e sua funcdo. As informacdes sobre a estrutura sdo obtidas atraves da
observacao morfologica e anatdmica, ja as informacdes sobre o exsudato sdo obtidas através
de testes histoquimicos e quimicos. Os testes histoquimicos fornecem caracteristicas sobre as
principais classes de compostos “in situ” e os testes quimicos identificam as substancias
disponibilizadas pela planta. E as informacdes sobre a funcdo sdo obtidas apds o
conhecimento sobre a estrutura e o exsudato da estrutura secretora que esta sendo analisada,
relacionando com o conhecimento evolutivo e/ou ecoldgico sob qual a planta esta submetida
(CARDOSO, 2010).

Através do metabolismo vegetal sdo gerados dois tipos distintos de produtos
denominados metabdlitos primarios e metabolitos secundarios. A partir dos metabolitos
primarios se derivam os metabdlitos secundarios. Enquanto os metabdlitos primarios possuem
papel essencial para as plantas, os metabolitos secundarios possuem agdo bioldgica que vai
garantir vantagens adaptativas e estdo presentes em apenas determinados grupos vegetais
(TAIZ & ZEIGER, 2004). As rotas do metabolismo secundario, nas plantas superiores, sdo
ativadas durante fases particulares de crescimento e desenvolvimento ou em periodos de
estresse causados por ataque de microorganismos ou limitagcbes nutricionais e hidricas
(MANN, 1987).

O metabolismo secundario é importante para interacdo das plantas com o meio
ambiente, mesmo ndo sendo necessario para o ciclo de vida da planta (TAIZ E ZEIGER
2004). Estes metabdlitos secundarios sdo importantes, pois agem como mecanismos de defesa
das plantas ou na atracao de polinizadores e dispersores de sementes (RHODES, 1994). Sendo
assim, os compostos resultantes do metabolismo secundério exercem agdo protetora sobre 0s
fatores abidticos associados com deficiéncia de nutrientes, quantidade de &gua, alteracdes de

temperatura, niveis de luminosidade e exposicdo a luz ultravioleta, além de agir,
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principalmente, protegendo contra fatores bidticos como na defesa contra a herbivoria e
ataque de patdgenos, na competicdo entre plantas e na atracdo de organismos benéficos para a
planta como dispersores de sementes, polinizadores e microorganismos simbiontes
(MARASCHIN & VERPORTE 1999).

Algumas classes de metabdlitos secundarios sdo acumulados em células e 6rgéos
especificos, se apresentam pouco abundantes (BOURGAUD et al.,2001). A presenca de
determinada classe de metabolitos secundarios é relativamente restrita dentro de determinados
grupos taxonémicos por isso é uma importante ferramenta dentro da taxonomia (TAIZ &
ZEIGER 2004; REIMANN et al., 2004). Com freqiiéncia os componentes principais séo
acompanhados por componentes em menores quantidades e sdo derivados dos processos de
reducdo, oxidacdo, acetilacGes, glicosilacbes ou metilagbes (WINK, 2003).

A biossintese de metabdlitos secundarios € realizada por rotas metabdlicas especificas
do organismo, mas ocorre uma grande relacdo entre essas rotas e as rotas responsaveis pela
sintese de metabdlitos primérios, pois ambas as rotas metabolicas sdo interconectadas. De
forma que a sintese de metabdlitos primarios fornece moléculas que serdo utilizadas como
precursoras para sintese dos metabolitos secundarios (CASTRO et al., 2004).

As plantas desenvolveram ao longo de sua existéncia inumeros metabolitos
secundarios, que permite a elas sobrevivéncia. Estes podem ser divididos em trés grandes
grupos; 0s terpenos, os compostos fenolicos e os compostos nitrogenados. Todos sdo
derivados do metabolismo da glicose pela via do &cido chiquimico e acetato (VICKERY &
VICKERY, 1981; HARBONE & BAXTER 1995; TAIZ & ZEIGER, 2004).

4.3.1 Estruturas secretoras na familia Asteraceae

As principais estruturas secretoras relatadas para a familia Asteraceae sdo os ductos,
cavidades, idioblastos, hidatodios, laticiferos, nectarios e principalmente diversos tipos de
tricomas (SOLEREDER, 1908; METCALFE & CHALK, 1950; FAHN, 1979; CASTRO et
al., 1997). Tricomas secretores ocorrem amplamente na familia e podem ocorrer com
frequéncia em depressdes na epiderme (SOLEREDER, 1908). De acordo com SOLEREDER
(1908) os tricomas nas Asteraceae sdo polimorfos, sendo o mais comum o vesiculoso que
possui cabeca bisseriada elipsoidal e pedunculo curto, este tricoma € considerado um carater
conservativo na familia (CASTRO et al. 1997; AGUILERA et al., 2004; MELO-DE PINNA
2004; GREGIO & MOSCHETA, 2006; DEL-VECHIO-VIEIRA et al.,2008). Tricomas

glandulares do tipo bisseriado séo relatados em diferentes tribos como Anthemideae,
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Astereae, Eupatorieae, Heliantheae, Inuleae, Mutisieae e Vernonieae (CASTRO et al., 1997,
CORTADI et al.,, 1999; MONTEIRO et al., 2001). Nas tribos Eupatorieae e Heliantheae
ocorrem com frequéncia tricomas recurvados sobre a epiderme com numero variavel de
células no pedunculo e cabeca globosa (CASTRO et al., 1997).

Os ductos secretores sdo caracterizados por possuirem, em sua maioria, lumen
circundado por um anico estrato de células epiteliais (CASTRO et al. 1997), mas segundo
FAHN (1988) os ductos, podem ter mais de uma camada de célula. Varios estudos relatam a
presenca de ductos secretores com epitélio uniestratificado em espécies da familia Asteraceae
(RAGONESE, 1988; OLIVEIRA & AKISUE, 1998; CORTADI et al. 1999; DUARTE &
ESTELITA, 1999; DUARTE & ESTELITA, 2000; ORTINS & AKISUE, 2000; TAVARES
et al., 2000; BUDEL et al. 2003a,b; MELO-DE-PINNA & MENEZES, 2003; AGUILERA et
al. 2004; GREGIO & MOSCHETA, 2006; MILAN et al., 2006; MILANI et al., 2010). Na
tribo Eupatorieae, assim como na tribo Heliantheae existe uma constancia na presenca e

posicao ocupada pelos ductos secretores (CASTRO et al., 1997).

4.3.2 Metabdlitos secundarios na familia Asteraceae

As plantas da familia Asteraceae podem produzir grande variedade de compostos
secundarios, sendo que o0s compostos mais comuns sdo acidos fendlicos, poliacetilenos,
flavonoides, cumarinas, benzofuranos, terpendides como 0s: monoterpenos, diterpenos,
triterpenos, sesquiterpenos com destaque para as lactonas sesquiterpénicas (CALABRIA et
al., 2009). Essas lactonas sesquiterpénicas sdo consideradas marcadores quimiotaxonémicos e
foram relatadas, por PICMAN et al. (1978), para quase todas as tribos da familia Asteraceae.

A tribo Eupatorieae possui espécies de grande relevancia na medicina tradicional
como Mikania Willd. usada na Africa e América do Sul no tratamento de mordidas de
serpentes; Stevia rebaudiana Bertoni usada para substituir do acgtcar pelo seu sabor doce;
Austroeupatorium inulaefolium Kunth usada no Uruguai no controle da natalidade;
Eupatorium cannabinum L. usada na India para tratamentos de Ulceras e na lItalia na
homeopatia (KING & ROBINSON, 1987).

Estudos fitoquimicos revelam que existe grande diversidade de compostos secundarios
produzidos pelas espécies da tribo Eupatorieae. Nas inflorescéncias das plantas,
principalmente em tons de amarelo, possuem flavonoides (KING & ROBINSON, 1987).
Podem ocorrer também alcaldides pirrolizidinicos diferentes dos sintetizados pela tribo
Senecioneae, que € proxima a tribo Eupatorieae (KING & ROBINSON, 1987). Nos 0leos
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essenciais podem ser encontrados benzofuranos e, por isto, responsaveis pela caracteristica
venenosa de varias espécies. Os sesquiterpenos ocorrem em larga frequéncia dentro desta
tribo, ja os monoterpenos na forma de derivados de timol ocorrem esporadicamente (KING &
ROBINSON, 1987). Estudos realizados com Chromolaena hirsuta Hook. & Arn.. e
Chromolaena squalida DC. mostraram pela primeira vez na tribo Eupatorieae a presenga de
flavondides acumulados em tricomas glandulares das folhas (TALEB-CONTINI et al., 2007).
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CAPITULO 1

MORFOANATOMIA E CARACTERIZACAO DOS TRICOMAS GLANDULARES
DE Lomatozona artemisiifolia Baker (ASTERACEAE-EUPATORIEAE)

RESUMO

Morfoanatomia e caracterizacédo dos tricomas glandulares de Lomatozona artemisiifolia
Baker (Asteraceae-Eupatorieae) - Lomatozona artemisiifolia Baker é uma planta endémica
do Cerrado, que esta inserida na Lista Vermelha da Flora do Brasil, ameacada de exting¢do e
ainda ndo investigada sob o ponto de vista anatdmico. O presente trabalho teve como objetivo
descrever a morfoanatomia caulinar e foliar da espécie, caracterizar seus tricomas glandulares
e a ontogenia dos mesmos. As plantas foram coletadas na Reserva Bioldgica da Universidade
Federal de Goids “Prof. José¢ Angelo Rizzo”. Foram utilizadas folhas completamente
expandidas inseridas do 3° ao 5° nd, amostras do 2° ao 5° entrends, apices caulinares e
inflorescéncias. Para o estudo anatdmico e caracterizacdo dos tricomas glandulares e
histoquimica dos tricomas foram utilizadas plantas crescidas no ambiente natural. Para o
estudo ontogenético dos tricomas foram utilizados apices caulinares presentes em plantas
jovens obtidas através da germinacdo de suas sementes. Os caules, as folhas, as flores e as
bracteas involucrais foram analisados em microscopia Optica e microscopia eletrénica de
varredura. Os &pices, as flores e as bracteas involucrais foram incluidos em parafina. A folha
de L. artemisiifolia é anfiestoméatica, com os estdbmatos anomociticos levemente acima do
nivel das células epidérmicas adjacentes. A epiderme é uniestratificada recobertas por cuticula
delgada estriada e o mesofilo é dorsiventral. O caule possui epiderme uniestratificada, cortex
com colénquima angular e lamelar, ductos secretores associados ao parénguima cortical,
fibras esclerenquimaticas formando calotas externas ao floema e os feixes sdo colaterais.
Ocorre a presenca de oito tipos de tricomas glandulares na lamina foliar e caule. Através da
histoquimica observou que todos os tipos de tricomas secretam substancias de natureza
lipidica, compostos fendlicos e alcaloides, ja 6leo-resina foi identificado na secrecdo de todos
os tipos de tricomas exceto no tipo VII. Varias fases do desenvolvimento dos tricomas
glandulares foram observados nos apices caulinares. O evento inicial é semelhante para todos:
expansdo da célula protodérmica no sentido anticlinal, com o vacutolo na porcdo basal e o
nacleo na porgao mais distal.

Palavras-chave: descri¢do anatdmica; estruturas secretoras; histoquimica; ontogenia.
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1. INTRODUCAO

A familia Asteraceae é amplamente distribuida e esta caracteristica é explicada pela
capacidade de adaptacdo das suas espécies que realizam dispersdo por sementes com papus
plumosos, presenca de estruturas de aderéncia, apéndices e a ocorréncia de estruturas
secretoras que secretam metabolitos secundarios relacionados a defesa contra agentes bioticos
e abidticos (LOPES, 1991; CRONQUIST, 1968; FUNK et al., 2005). Quanto a anatomia,
existem algumas caracteristicas que sdo comuns as espécies desta familia, como: a presenca
de feixes colaterais acompanhados por fibras nos caules herbéceos; presenca de endoderme
contornando o sistema vascular, sendo no caule encontrados grdos de amido e estria de
Caspary; folhas anfiestomaticas, estdmatos do tipo anomociticos, presenca de tricomas
glandulares bisseriados, ocorréncia de ductos secretores e mesofilo dorsiventral (METCALFE
& CHALK, 1950).

Nas folhas das espécies de Asteraceae foram registrada presenca de varios tipos de
estruturas secretoras como os tricomas glandulares, ductos, hidatodios, idioblastos, cavidades,
laticiferos, nectarios extraflorais e apéndices glandulares (CARLQUIST 1958; VERTREES &
MAHLBERG, 1978; WERKER & FAHN 1981; ASCENSAO & PAIS 1982,1987; LERSTEN
& CURTIS 1988; CASTRO, et al. 1997;). Estas estruturas secretoras ocorrem limitadas a
certas familias e a certos géneros (PYYKKO, 1966; LERSTEN & CURTIS 1993, 1995) e, por
este  motivo, representam um importante carater taxondmico (SOLEREDER 1908,
METCALFE & CHALK 1950, FAHN 1979, 1988). Tanto a posi¢cdo quanto o tipo destas
estruturas podem diferenciar espécies semelhantes morfologicamente, sendo de extrema
importancia para definicdo taxonémica das Asteraceae (MARTINS, 2003). Além disso, a
presenca de tipos particulares de estruturas secretoras nas plantas da familia Asteraceae é de
extrema importancia para a defesa quimica das mesmas, sendo um provavel fator de sucesso
da familia (AGUILERA et al., 2004).

Os tricomas secretores sao responsaveis por secretarem diversos tipos de substancias
do metabolismo secundario, como mucilagem, substancias resinosas, taninos, éleos essenciais
e as caracteristicas peculiares das células que as produzem variam de acordo com as
substancias produzidas (UPHOF, 1962). Nas Asteraceae sdo comuns tricomas que secretam
oOleos essenciais. Estes sdo importantes por produzirem compostos toxicos ou repelentes. A
secrecao de terpendides volateis auxilia na repulsdo de herbivoros (JOHNSON, 1975; FAHN,
1979; FAHN & CUTLER, 1992).
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O género Lomatozona € encontrado regides de cerrado rupestre do Centro-Oeste,
principalmente Mato Grosso e Goias, ja a espécie Lomatozona artemisiifolia, endémica do
cerrado, encontrada apenas no Estado de Goias principalmente nas regiGes de Serrandpolis,
Mossamedes e Jatai (CNCFLORA, 2011; OLIVEIRA, 2013). Lomatozona artemisiifolia
Baker é uma espécie da familia Asteraceae, tribo Eupatorieae. Esta espécie encontra-se na
lista vermelha da flora brasileira ameacgada de extin¢do e de acordo com NAKAJIMA et al.
(2012) atualmente esta classificada em DD (dados deficientes) indicando que a espécie tem
distribuicdo restrita, além de existir poucos registros a respeito desta.

Esse trabalho teve como objetivo descrever a morfoanatomia caulinar e foliar de
Lomatozona artemisiifolia, identificar e caracterizar os tricomas glandulares que ocorrem nos
seus 6rgdos aéreos vegetativos e nas flores, bem como descrever as principais etapas da

ontogenia dos tricomas glandulares identificados na folha e no caule.

2. METODOLOGIA

2.1 Obtencdo do material vegetal

O material vegetal foi coletado na Reserva Bioldgica da Universidade Federal de
Goias “Prof. José Angelo Rizzo”, situada no Parque Estadual da Serra Dourada (PESD), que
se localiza nos Municipios de Mossamedes, Goids e Buritis de Goias. A populacdo das plantas
utilizadas no presente trabalho foram encontradas em fendas de rochas, crescendo sobre fina
camada de solo e sob ambiente sombreado nas seguintes coordenadas: S16° 04.701°,
W050°11.343°; S16° 04.705°, W050°11.339’; S16° 04.738°, W050°11.583”; S16° 04.682’,
WO050°011.464°; S16° 04.638°, W050°11.330°, foram coletadas no minimo cinco individuos de
cada populagéo.

Para o estudo anatdbmico do caule e da folha e para a caracterizacdo dos tricomas
glandulares foram utilizadas plantas em fase vegetativa e reprodutiva, coletadas entre maio e
junho de 2012. Para a realizacdo dos testes histoquimicos, visando identificar as principais
classes de compostos secundarios produzidos pelos tricomas glandulares, foram utilizadas
plantas em fase vegetativa coletadas no més de dezembro de 2012, fevereiro e marco de 2013.
Para o estudo da ontogenia dos tricomas glandulares foram utilizados apices caulinares de

plantas jovens obtidas por germinacdo das sementes coletadas no més de maio de 2012.
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Para cada estudo foram utilizadas amostras de, no minimo, trés individuos. Os ramos
férteis foram coletados em julho, agosto e setembro e as exsicatas estdo depositadas no
herbario da Universidade Federal de Goias (UFG) com registro 4253.

2.2 Padronizacao, coleta e processamento das amostras

Foram utilizadas folhas completamente expandidas inseridas no 3° ao 5° no (a contar
do apice para a base), amostras do 2° ao 5° entrenos, apices caulinares, flores do disco e
bracteas involucrais. As folhas foram seccionadas nas regides de nervura mediana, de
internervura e bordo do terco médio do limbo e no terco médio do peciolo.

Para os estudos histoquimicos dos tricomas, as folhas e os caules foram
imediatamente processados ap6s a coleta. As demais amostras foram transportadas em
embalagens plasticas até o laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Boténica da
UFG, onde foram fixadas em FAA50 (JOHANSEN, 1940) por 48h e posteriormente
armazenadas em alcool etilico 70% para analise em microscopia optica (JOHANSEN, 1940) e
fixadas em Karnovsky modificado (glutaraldeido 2%, formaldeido 2% em tampé&o cacodilato
de sodio 0,05 M, pH 7,2) por 24h e em seguida desidratadas em série crescente de alcool
etilico para analise em microscopia eletronica de varredura (KARNOVSKY, 1965).

Para as andlises anatdmicas os fragmentos do caule, folha, flores e bracteas involucrais
foram seccionadas a mao livre, bem como incluidas em parafina (JOHANSEN, 1940).

Os apices caulinares, destinados ao estudo ontogenético dos tricomas glandulares,
foram coletados em plantas obtidas através da germinacdo das sementes. As sementes foram
germinadas em areia (coletada no local de ocorréncia da planta) em vaso de plastico com
irrigacdo de aproximadamente trés vezes na semana. As amostras dos apices caulinares foram
coletadas de plantas germinadas com 2,5-3,0cm de altura e foram incluidas em parafina
segundo a metodologia descrita por JOHANSEN (1940).

2.2.1 Cortes a mdo livre

Os cortes a méao livre, transversais e longitudinais, foram clarificados com hipoclérito
de sddio 5% (v/v), lavados em agua destilada e submetidos a dupla coloragdo com fucsina
béasica 0,1% e azul de astra 0,3% - solugdo (1: 3) (KRAUS et al., 1998). Posteriormente, 0s
cortes foram montados, entre lamina e laminula, em glicerina ou desidratados em série

alcoolica crescente (70%, 90% e 100%) e pds-desidratadas em alcool:xilol (3:1), alcool:xilol
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(1:1) &lcool:xilol (1:3) e xilol puro segundo metodologia modificada de JOHANSEN (1940) e
montadas entre laminas e laminulas utilizando-se resina Verniz Vitral incolor 500®, da marca
Acrilex (PAIVA et al., 2006).

2.2.2 Inclusdo em parafina

Os apices caulinares, flores e bracteas involucrais foram incluidas em parafina
utilizando metodologia adaptada de JOHANSEN (1940). Primeiramente as amostras foram
submetidas a desidratacdo em série etilica (70%, 80%, 95% e &lcool absoluto), deixando 1
hora em cada concentragdo etilica. Em seguida, as amostras foram submetidas a uma mistura
de alcool absoluto e xilol, na proporcéo de 1:3 (V:V), 1:1 e 3:1 e xilol puro deixando 1 hora
neste ultimo. Posteriormente foi adicionada parafina liquida sobre o material com xilol, na
proporcao de 1:1, deixando na estufa a 60°C por 24 horas. Apos esse periodo foi desprezada a
solucdo xilol: parafina e foi adicionada apenas parafina liquida para completa infiltracdo,
mantendo as amostras na estufa por 2 horas. A parafina foi entdo desprezada e adicionou-se
uma nova quantidade de parafina deixando na estufa por mais 1 hora. Em seguida, o material
foi emblocado em parafina: paraplast (3:1). O bloco foi entéo aparado e em seguida o material
foi seccionado em micrétomo rotativo Leica modelo RM2245 e 4 a 6 cortes foram colocados
em lamina previamente preparada com adesivo de Haupt (HAUPT, 1930) e distendidos em
placa aquecedora a 150°C. O material foi desparafinizado com xilol e sumetido a
hematoxilina férrica (SASS, 1951), e a coloracdo com fucsina basica mais azul de astra (1:3)
em solucdo aquosa (KRAUS et al., 1998). Apo6s a coloracdo a lamina foi vedada com verniz

vitral e laminula. Os cortes foram de 14p.

2.2.3 Diafanizacéo

Para melhor visualizacdo dos tricomas glandulares e da epiderme foi realizado o
processo de diafanizacdo nas amostras da regido mediana das folhas. As amostras apds a
coleta foram armazenadas diretamente em alcool 70% e posterioremente foram processadas
seguindo procedimento adaptado de JOHANSEN (1940): primeiramente foi adicionada a
solucdo de NaOH 10% por 3h. Apds lavagem em agua destilada por trés vezes, foi adicionada
solucdo de hipoclorito de sodio a 2% até clarear, cerca de 3horas, e cloral hidratada
(CCI3CHO.H,0) 10% até o material ficar totalmente translicido, cerca de 4 horas. O material
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foi lavado com &gua destilada por 5 vezes, submetido a safranina (por aproximadamente 24h)

e montado entre l[d&mina e laminula em glicerina 50%.

2.2.4 Histoquimica

Para auxiliar a descricdo anatbmica do caule e da folha, utilizou-se lugol
(JOHANSEN, 1940) para a deteccdo de amido; floroglucinol acidificado (JOHANSEN, 1940)
para deteccdo de lignina nas paredes celulares; Sudan 111 (PEARSE, 1980) e sudan Black B
(JENSEN, 1962) para identificagdo de lipidios totais. Para o estudo histoquimico dos tricomas
glandulares foliares, utilizou-se, também cloreto férrico (JOHANSEN, 1940), sulfato ferroso
(JOHANSEN, 1940) e dicromato de potassio (GABE, 1968) para compostos fendlicos;
cloreto de zinco iodado (KRAUS & ARDUIN, 1997) para amido, celulose e lignina;
Steinmetz conhecido com reagente universal, por possibilitar o reconhecimento simultaneo de
amido, celulose, lignina, suberina, lipideos diversos, latex, gomo-resinas e cutina; azul de
bromofenol (MAZIA et. al.,1953; COSTA, 2002) e azul de comassie (FISHER, 1968) para
proteinas, reagente de Dittmar (FURR & MAHBERG, 1981) para alcaloides e reagente de
NADI para identificacdo de 6leos essenciais e 6leo-resinas (DAVID & CARDE, 1964)

2.2.5 Microscopia eletrdnica de varredura

Fragmentos da por¢do mediana das folhas, porcdes dos entrends do caule, flores e
bracteas involucrais de Lomatozona artemisiifolia foram fixadas em Karnovsky 0,05 M
modificado (KARNOVSKY, 1965) por periodo de 24h. Apos esse tempo, os fragmentos
foram submetidos a trés lavagens em tampé&o cacodilato 0,05 M em pH 7,2, com duracdo de
10 minutos cada, deixando-os em tampdo, acondicionados em eppendorf devidamente
identificado (BOZZOLA & RUSSEL, 1992). A desidratacdo ocorreu em solucdes crescentes
de alcool etilico (70%, 80, 90% e 100%) com duragéo de 15 minutos cada e 3 vezes em alcool
etilico 100% 10 minutos cada, segundo metodologia adaptada de BOZZOLA & RUSSEL
(1992).

As amostras foram submetidas a secagem ao ponto critico de CO; liquido e em
seguida procedeu-se a deposicdo de filmes de ouro no Denton Vacuum. A andlise das
amostras foi realizada em Microscopio Eletronico de Varredura, Jeol modelo JSM — 6610,

equipado com EDS e Thermo scientific NSS Spectral Imaging, operado a 4 Kv, instalado no
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LABMIC (Laboratério Multiusudrio de Microscopia de Alta Resolugdo) no Instituto de
Fisica/UFG.

2.3 Documentacao fotografica

As fotomicrografias do material analisado em microscopia éptica foram realizadas em
fotomicroscopio Leica modelo DM500, camera acoplada modelo ICC50, programa LAZ EZ.
As escalas que acompanharam as ilustracfes foram obtidas nas mesmas condicgdes opticas.

O registro dos resultados obtidos em microscopia eletronica de varredura foi realizado
através do Microscopio Eletronico de Varredura, Jeol, JSM — 6610, equipado com EDS e

Thermo scientific NSS Spectral Imaging.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo morfoanatdomica do caule e da folha

3.1.1 Morfologia

Ervas a subarbustos com cerca de 35cm de altura (Figura 1A). Extremidade do ramo
estreito, sulcado longitudinalmente, hirsurto-glanduloso (Figura 1B). Folhas 4,7 a 3,5cm
comprimento e 2,7 a 2,5 cm largura, opostas, pinatissectas, base truncada, margem serreada,
hirsurto glandulosas em ambas as faces, nervuras proeminentes na face abaxial. Peciolo 12 a
16mm comprimento, angulosos e hirsurto-glanduloso (Figura 1B). Inflorescéncia terminal,
cimeira de capitulos (Figura 1D) do tipo dicésio, hirsurto glandulosa, presenca de um par de
bracteas foliosas na base do peddnculo da inflorescéncia, 6mm de comprimento, hirsurto-
glandulares em ambas as faces, pedinculo do capitulo hirsurto-glandular, 6-10cm
comprimento, presenca de bractéola, bracteas involucrais (Figura 1 D) imbricadas no apice do
pedunculo préximo a base do capitulo, Imm comprimento. Capitulo na antese 8 a 9 mm
comprimento e 3mm largura; flores hermafroditas, papus glabros com 13 filamentos de
tamanhos diferentes: 1 relativamente grande, 3mm comprimento, um conjunto de 6 filamentos
médios, 2mm comprimento, e 0os demais menores que 2mm comprimento. Corola tubulosa
glabra, tubo 4mm comprimento, lobo da corola 1mm comprimento. Ovario 1 a 2mm, 1
estilete 3mm comprimento passam por dentro do tubo da corola e se abrem dentro deste, 2

estigmas. 5 estames, anteras conadas, ditecas, deiscéncia longitudinal, estreitas, longas, com
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tamanhos diferentes 1,5mm e 1,0mm comprimento, presenca de rostro, filetes delgados,

claros, 2mm comprimento.

3.1.2 Lamina Foliar

A epiderme € uniestratificada e, tanto na face adaxial quanto na abaxial, possui células
com paredes periclinais espessadas e recobertas por cuticula delgada (Figura 2A). A lamina
foliar de L. artemisiifolia possui estobmatos (Figura 2B e 2C) e tricomas glandulares (Figura
2D) em ambas as faces. Os estdmatos sdo do tipo anomociticos (Figura 2A e 2B), sendo
observados raros estdbmatos anisociticos (Figura 2E), com as células-guarda localizadas
ligeiramente acima das demais células (Figura 2F). As células subsidiarias e as células
epidérmicas propriamente ditas sdo, em vista frontal, alongadas, poligonais e possuem
paredes anticlinais sinuosas (Figuras 2B e 2C). Os estdmatos ocorrem em maior frequéncia na
face abaxial da epiderme.

O mesofilo tem organizacdo dorsiventral (Figura 3A) com células lobadas
organizadas em uma camada de parénquima palicadico e 3-4 camadas de parénquima
esponjoso (Figura 3A) que se estende na face abaxial da nervura mediana. A nervura mediana
em seccgéo transversal, exibe contorno biconvexo com arco abaxial mais proeminente (Figura
3B) e células epidérmicas recobertas por cuticula levemente estriada. Ocorre 1 a 2 camadas de
colénquima do tipo angular (Figura 3C) em ambas as faces e, além do parénquima
clorofiliano continuo com o mesofilo, ocorre parénquima com células de tamanhos variados e
com paredes espessadas (Figura 3C). Mergulhados no parénquima ocorrem de 5 a 7 feixes
vasculares colaterais dispostos em arco aberto (Figura 3D) e entre eles estdo presentes ductos
secretores com epitélio uniestratificado (Figura 3D e 3E), estes em corte longitudinal, foram
vistos bem estreitos e curtos. A reagdo com lugol identificou grdos de amido em células
localizadas externamente ao floema, indicando a presenca de uma bainha amilifera
interrompida.

O bordo foliar (Figura 3F) possui contorno arredondado e as células epidérmicas sdo
mais alongadas no sentido periclinal. Na por¢do distal do bordo as células do parénquima
clorofiliano exibem aspecto arredondado lobado formando um estrato eliptico que acompanha
a curvatura do bordo. Ductos secretores ocorrem também préximos ao ultimo feixe vascular
(Figura 3F).

As nervuras secundarias seguem o mesmo padrdo da nervura mediana, porém sdo

menaores.
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3.1.3 Peciolo

A regido mediana do peciolo, em secc¢do transversal, possui contorno plano-convexo
(Figura 4A). A epiderme possui estbmatos, tricomas glandulares (Figura 4A) e células com
paredes periclinais espessas (Figura 4B). A cuticula, evidenciada por Sudan Ill, é delgada e
estriada.

A regido subepidérmica é constituida por colénquima e, subjacente a este, parénquima.
O colénquima, com 1 a 2 camadas, € interrompido nas regides das camaras subestomaticas,
tem aspecto lamelar em algumas regides (Figura 4B) e aspecto angular em outras (Figura 4C).
O parénquima é formado por células de diferentes tamanhos. As de menor didmetro, com
paredes delgadas, localizam-se mais externamente, adjacentes ao colénquima, e compdem 0
parénquima clorofiliano. As maiores, localizadas internamente ao parénquima clorofiliano e
na regido medular, possuem paredes espessadas e lignificadas (Figura 4A).

O sistema vascular, disposto em forma de arco aberto, possui de 5 a 10 feixes
colaterais (Figura 4D). Externamente ao floema de cada feixe foi possivel observar a bainha
amilifera interrompida. Ductos secretores com epitélio uniestratificado (Figura 4E) também

foram identificados entre os feixes vasculares e associados ao xilema.

3.1.4 Caule

O caule na regido do 3° ao 5° entrends exibe, em seccdo transversal, forma circular e
possui regido medular bem desenvolvida em relacdo a regido cortical (Figura 5A). A
epiderme € uniestratificada, possui estdmatos, tricomas glandulares (Figura 5A) e células com
paredes periclinais espessas (Figura 5B) recobertas por cuticula delgada e fortemente estriada,
semelhante ao peciolo.

A regido cortical é constituida por colénquima e parénquima organizados de maneira
semelhante ao ja descrito para o peciolo. O coléngquima é constituido por 1 a 2 camadas
descontinuas de células e possui aspecto angular e lamelar (Figura 5C). O parénguima cortical
possui, assim como no peciolo, células de menor didmetro mais externamente ao coértex,
adjacentes ao colénquima e células de maior didmetro mais internamente.

O sistema vascular é constituido por feixes colaterais (Figura 5D) e fibras
esclerenquimaticas localizadas externamente ao floema ocorrem formando calotas (Figura
5D). Os ductos secretores (Figura 5D) sdo semelhantes aos observados nas folhas, possuem

limen reduzido e em corte longitudinal séo estreitos e curtos, ocorrem entre os feixes

44



vasculares, externamente a bainha amilifera (Figura 5E). A medula é formada por grandes
células parenquimaticas (Figura 5A) com paredes mais espessas que 0 parénquima cortical e
ocupando consideravel volume caulinar. As células parenquimaticas de maior diametro no
cortex e as células parenquimaticas da medula reagiram com o floroglucinol acidificado
indicando certo grau de lignificacagdo. Nos entre-nds mais velhos, é possivel observar a

ocorréncia do cambio.

3.2 Caracterizacao e ontogenia dos tricomas glandulares

3.2.1 Tipos, ocorréncia e histoquimica

A analise do caule, da folha, da flor e das bracteas involucrais de L. artemisiifolia
permitiu a identificacdo de oito tipos de tricomas glandulares (Figuras 7, 8 e 9) descritos a
sequir:

Tipo |- possui pedunculo e pescogo unicelulares e cabeca bisseriada com numero
variavel de células (3 a 5 pares). (Figura 6A, 7A e 8A).

Tipo Il- possui pedinculo unisseriado com numero varidvel de células (2 a 6),
pescoco unicelular e cabeca bisseriada com nimero variavel de células (4 a 6 pares). (Figura
6B, 7B e 8B).

Tipo HI — possui pedunculo unisseriado (3-4 células), pescoco bicelular curto e cabeca
bisseriada (4-5 pares). (Figura 6C, 7C e 8C).

Tipo IV — possui pedunculo unisseriado com nimero variavel de células (2-5) pesco¢o
bicelular alongado e cabeca bisseriada com namero varidvel de células (4 a 6 pares). (Figura
6D, 7D e 8D).

Tipo V — possui pedinculo bicelular com células do pescoco ndo diferenciadas, e
cabeca bisseriada com nimero variavel de células (3 a 6 pares). (Figura 6E, 7E e 8E).

Tipo VI- possui pedunculo bisseriado longo com namero variavel de células (2 a 4
pares) que ndo estdo no mesmo nivel, pescoco com células ndo diferenciadas e cabeca
bisseriada com namero variavel de células (4-5 pares) (Figura 6F, 7F e 8F).

Tipo VII- bisseriado curto contendo 5 a 6 pares de células, localizado em depressdes
na epiderme, e de aspecto vesiculoso (Figura 6G, 7G-H e 8G).

Tipo VIII- unisseriado recurvado sobre a epiderme com numero varidvel de células no
pedinculo (4 a 6) e cabega unicelular apical volumosa, globosa a obilonga (Figura 6H, 71 e
8H).

45



O tricoma do tipo VII, diferentemente dos demais tipos, possui amplo espaco subcuticular
(Figura 7H) indicando o local de armazenamento da secrecéo.

Com excecdo do tricoma tipo IV, com pescoco bisseriado longo, todos os demais ocorrem
em elevada frequéncia e em ambas as faces da lamina foliar e no peciolo. No caule,
entretanto, o tipo 1V é visualmente mais frequente do que observado na folha. O tipo VIII é
encontrado em maior frequéncia na regido da nervura mediana, principalmente na face
adaxial. Nas bracteas involucrais o tricoma do tipo Il foi observado exclusivamente na face
abaxial (Figura 9A e 9B). Nas flores (Figura 9C) ocorre apenas o tricoma glandular do tipo II,
observado na regido mais apical da face abaxial das pétalas (Figura 9D).

As células da cabecga glandular de todos os tipos de tricomas glandulares possuem, in
natura, cloroplasto e reagiram positivamente para azul mercurio de bromofenol, azul de
comassie, cloreto férrico, dicromato de potassio, dittmar, steinmetz, sudan black e sudan IV.
Na presenca do azul mercurio de bromofenol e azul de comassie as células da cabeca
glandular apresentaram coloragéo azul claro e azul, respectivamente, indicando a presenca de
proteinas. Na presenca de cloreto férrico as células da cabeca secretora ficaram negras, com
reacdo mais intensa no tricoma tipo VII e na presenca de dicromato de potassio revelaram
uma coloracgdo castanho-avermelhada. Ambos os reagentes indicam a presenca de compostos
fendlicos. A reacdo com reagente de dittmar, para deteccdo de alcaldides, revelou-se positiva
para as células secretoras de todos os tricomas que ficaram com coloracdo castanho-
avermelhada. Na presenca de steinmetz e sudan IV as células da cabeca glandular
apresentaram goticulas de coloracdo vermelho-alaranjada. Na presenca de sudan black, as
goticulas ficaram de coloracdo azul-negra. Estes resultados indicam a presenca de lipidios
totais na secrecdo desses tricomas. Em presenca de NADI todos os tricomas, exceto o tipo

VI, apresentaram coloracdo purpurea (roxo-lil&s) indicando a presenca de dleos-resinas.

3.2.2 Ontogenia

Os Tricomas glandulares ndao ocorrem nos cotilédones e no hipocétilo de Lomatozona
artemisiifolia (Figura 10A-C). Entretanto, eles foram observados no epicétilo e nos profilos
(Figura 10A e 10B).

A formacao dos tricomas glandulares ocorre muito cedo na diferenciacédo da folha e do
caule (Figura 10D e 11A). Células protodérmicas de aspecto expandido e outras fases
ontogenéticas foram observadas na mesma regido dos primordios foliares ou dos entre-nds

mais apicais, evidenciando que o desenvolvimento néo é sincronizado (Figura 11A).
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Foram identificadas vérias etapas do desenvolvimento de tricomas glandulares
unisseriados e dos tricomas glandulares bisseriados. Entretanto, o evento inicial da ontogenia
de todos os tricomas é semelhante: a expansdo da célula protodérmica no sentido anticlinal,
com o vacutolo na porc¢éo basal e o nucleo na porcéo mais distal (Figura 11B).

Nos tricomas de peddnculo unisseriado, pesco¢o unisseriado e cabeca bisseriada (tipos
I e Il) a primeira divisdo da célula protodérmica expandida ocorre no sentido periclinal
(Figura 11C). Apos sucesivas divisdes periclinais que dardo origem ao pedunculo (Figura 11D
e 11E), ocorre, possivelmente, uma divisdo anticlinal da célula mais apical (Figura 11F) e,
posteriormente, sucessivas divisdes periclinais para formacao da cabeca bisseriada.

Nos tricomas bisseriados (tipos V, VI, VII) a primeira divisdo da célula protodérmica
expandida é anticlinal (Figura 12A). As duas células resultantes, que ainda permanecem com
aspecto mais expandido se comparadas as demais células protodérmicas, passam entdo por
sucessivas divisdes periclinais (Figura 12B e 12C).

A ontogenia do tricoma tipo VIII (unisseriado recurvado) ocorre, provalmente como
resultado de sucessivas divisdes periclinais da célula protodérmica. Entrentato, eles ja

estavam em fase avancada de desenvolvimento nos apices analisados (Figural2D).
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Figura 1. Aspecto das plantas de Lomatozona artemisiifolia Baker. (A) Vista geral da
planta em seu ambiente natural. (B) Caule hirsuro-glanduloso, detalhe para os estreitos
sulcos no sentido longitudinal. (C) Face abaxial da folha hirsurto-glandulosa. (D)
Capitulo com flores de coloracao lilas e bracteas involucrais imbricadas. (E) Detalhe da
face abaxial de uma bractea involucral.
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Figura 2. Diafanizacdo (B-E) e cortes transversais (A e F) da folha de Lomatozona
artemisiifolia Barker. (A) Células epidérmicas com paredes periclinais espessadas (*) e
recobertas por cuticula delgada (seta) evidenciada pelo Sudan Ill. (B-C) Vista frontal
das faces adaxial e abaxial da epiderme com estdbmatos anomociticos, respectivamente.
(D) Tricomas glandulares na face abaxial da lamina foliar. (E) Detalhe do estdmato
anisocitico. (F) Estdmato com células-guarda (*) acima do nivel das demais células

epidérmicas. Barras= 100 um
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Figura 3. Cortes transversais da folha de Lomatozona artemisiifolia Barker. (A) Mesofilo
dorsiventral com células lobadas (seta). (B) Nervura mediana com contorno biconvexo.
(C) Detalhe do colénquima angular (Co) e do parénquima (Pa) com células de tamanhos
variados e paredes espessadas na nervura mediana. (D) Feixes vasculares colaterais
organizados em arco aberto e ductos secretores entre eles ou associados ao xilema (seta).
(E) Detalhe dos ductos secretores (seta). (F) Bordo com ductos associados ao Gltimo feixe

(seta). Barras =100 um
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Figura 4. Cortes transversais do peciolo de Lomatozona artemisiifolia Barker. (A) Vista
geral evidenciando contorno plano-convexo, epiderme com tricomas glandulares (Tr) e
estbmatos (seta). (B) Detalhe da epiderme uniestratificada com células de paredes
periclinais espessas (setas) e do colénquima lamelar interrompido na regido da camara
subestomatica (*). (C) Detalhe do colénquima do tipo angular (Co) e do parénquima
cortical (Pa) com células de diferentes tamanhos. (D) Feixes vasculares colaterais (FV),
distribuidos em arco aberto. (E) Ductos secretores entre os feixes ou associados ao
xilema (setas). Barra (A) = 450 um. Barras (B-E)=100 pm.
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Figura 5. Cortes transversais do caule de Lomatozona artemisiifolia Barker. (A) Vista
geral do caule. (B) Detalhe da epiderme uniestratificada com células com paredes
periclinais externas e internas espessas (setas). (C) Detalhe do colénquima do tipo
lamelar (seta branca) e angular (setas pretas). (D) Feixes vasculares colaterais com
calotas de fibras (Fi) associadas ao floema e ductos secretores (setas) na regido cortical.
(E) Bainha parenquimatica (*) com graos de amido (seta) evidenciados por lugol. (F)
Ductos secretores em corte longitudinal (setas), detalhe para a secrecdo Oleo-resina
evidenciada pelo reagente NADI. Barra (A)= 1000 um. Barras (B-F)= 100 pum.
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Figura 6. Esquemas dos tipos de tricomas que ocorrem em Lomatozona artemisiifolia
Baker. (A) Tipo I, com pedunculo e pescoco unicelulares e cabeca bisseriada. (B) Tipo I,
com pedunculo unisseriado, pescoco unicelular e cabega bisseriada (C) Tipo 111, com
pedunculo unisseriado, pescogo bicelular curto e cabeca bisseriada. (D) Tipo IV com
peddanculo unisseriado, pescoco bicelular alongado e cabeca bisseriada. (E) Tipo V, com
pedanculo bicelular, células do pescoco ndo diferenciadas, e cabeca bisseriada. (F) Tipo
VI, possui pedunculo bisseriado longo com células em niveis diferentes, pescoco com
células ndo diferenciadas e cabeca bisseriada. (G) Tipo VII, bisseriado curto, localizado
em depressdes na epiderme, e de aspecto vesiculoso. (H) Tipo VIII, unisseriado
recurvado sobre a epiderme e cabeca unicelular apical volumosa, globosa a obilonga.

Barras = 100 pm.
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Figura 7. Tricomas glandulares de Lomatozona artemisiifolia Barker em microscopia
Optica. (A) Tipo I, com pedunculo e pescoco unicelulares e cabega bisseriada. (B) Tipo I,
com pedunculo unisseriado, pesco¢o unicelular (seta) e cabeca bisseriada (C) Tipo I,
com pedunculo unisseriado, pescoco bicelular curto (seta) e cabeca bisseriada. (D) Tipo
IV com pedunculo unisseriado, pescogo bicelular alongado (seta) e cabeca bisseriada. (E)
Tipo V, com pedunculo bicelular, células do pescoco ndo diferenciadas, e cabeca
bisseriada. (F) Tipo VI, possui pedunculo bisseriado longo com células em niveis
diferentes, pescoco com células ndo diferenciadas e cabeca bisseriada. (G-H) Tipo VII,
bisseriado curto localizado em depressdes na epiderme, de aspecto vesiculoso e com
espaco subcuticular (*) ampliado. (1) Tipo VIII, unisseriado recurvado sobre a epiderme

e cabeca unicelular apical volumosa, globosa a obilonga. Barras=10 pum.
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Figura 8. Tricomas glandulares de Lomatozona artemisiifolia Barker em microscopia
eletronica de varredura. (A) Tipo I. (B) Tipo Il. (C) Tipo Ill. (D) Tipo 1V, detalhe pata
pescoco bicelular alongado (seta). (E) Tipo V. (F) Tipo VI. (G) Tipo VII. (H) Tipo VIII.
Barras (A e F)=20 um. Barras (B e C)= 50 um. Barra (D)=100 um. Barras (E, G e H)=10

um.
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Figura 9. Micromorfologia das bracteas involucrais e da flor de Lomatozona

artemisiifolia Barker. (A) Face abaxial da bractea involucral com tricomas tipo Il
(seta). (B) Face adaxial da bractea involucral sem tricomas. (C) Vista geral da flor.
(D) Detalhe do tricoma tipo Il na face abaxial da pétala (seta). Barras (A e B)=500
um. Barra (C)=200 um. Barra (D)=20 pm.
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Figura 10. Plantulas de Lomatozona artemisiifolia Barker. (A) Vista geral do hipocétilo,
do epicotilo e dos prdfilos. (B) Hipocétilo e cotilédones sem tricomas, epicétilo com
tricomas (seta). (C) Cotilédone diafanizado sem tricomas. (D) Detalhe dos tricomas nas
primeiras folhas da plantula. Barra (A)=1000 pm. Barra (B)=1200 pm. Barra
(B)=300um. Barra (B)=500um.
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Figura 11. Cortes longitudinais dos apices vegetativos de Lomatozona artemisiifolia
Barker mostrando o desenvolvimento dos tricomas glandulares que possuem pedunculo
unisseriado (A-F). (A) Vista geral do é&pice com tricomas em varias fases do
desenvolvimento. (B) Célula protodérmica expandida. (C) Produto de uma divisao
periclinal. (D) Produto de duas divisdes periclinais. (E) Produto de sucessivas divisdes
periclinais. (F) Detalhe para divisdo anticlinal da célula mais apical (seta). Barra (A) =
500 um. Barras (B-F) = 2,5 um
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Figura 12. Cortes longitudinais dos apices vegetativos de Lomatozona artemisiifolia

Barker mostrando o desenvolvimento dos tricomas glandulares que possuem pedunculo
bisseriado. (A) Divisdo anticlinal. (B) Primeira divisdo periclinal. (C) Resultado de
sucessivas divisdes periclinais. (D) Tricoma tipo VIII, recurvado sobre a epiderme, em

desenvolvimento avangado. Barras = 2,5 um.
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4. DISCUSSAO

Algumas caracteristicas anatbmicas da folha de L. artemisiifolia estdo de acordo com
0 que é observado para outras espécies da familia Asteraceae e citadas por METCALFE &
CHALK (1950): folha com estbmatos anomociticos (e raramente anisociticos) nas duas faces
da epiderme, presenca de tricomas glandulares bisseriados, ocorréncia de ductos secretores e
mesofilo dorsiventral. Ainda em conformidade com 0s mesmos autores, 0s estdbmatos foram
observados em maior quantidade na face abaxial.

Folhas com estdmatos em ambas as faces da epiderme foram documentadas para
vérias espécies da familia (DUARTE & LOPES, 2004, BUDEL et al, 2006, DELBON et al.,
2007, DUARTE et al., 2007, MOLARES et al., 2009, DUTRA et al., 2010, MILLANI et al.,
2010; ROSSATTO & KOLB, 2012). Em L. artemisiifolia os estdmatos estdo presentes em
ambas as faces da epiderme, mas sé&o vistos em maior frequéncia na face abaxial da epiderme
da folha. Em Porophyllum ruderale Jacg. Cass.e Chaptalia nutans L. Pohl, (DUARTE et al.,
2007), Calea uniflora Less. (BUDEL et al., 2006), Galinsoga parviflora Cav. e G. ciliata
(Raf.) (DUARTE & LOPES, 2004), os estdbmatos ocorrem, semelhante ao observado no
presente estudo, em maior quantidade na face abaxial da epiderme da folha.

A ocorréncia de estdmatos anomociticos nas Asteraceae foi registrada, mais
recentemente, para varias espécies (ALVES & NEVES, 2003; MELO-DE-PINA, 2004,
AGUILERA et al., 2004; MILAN et al.,, 2006; MARTINS et al., 2006; GREGIO &
MOSCHETA, 2006; BUDEL & DUARTE, 2007; DEL-VECHIO-VIEIRA et al.,2008). Em L.
artemisiifolia as células-guarda estdo acima do nivel das demais células da epideme. Células-
guarda acima do nivel das demais células epidérmicas também ocorre em Gochnatia barrosii
Cabrera e Gochnatia polymorpha (ROSSATTO & KOLB, 2012). Entretanto, segundo SAJO
& MENEZES (1994) é uma caracteristica pouco relatada para a familia.

As especies adaptadas a condicdo de Cerrado possuem, geralmente, folhas
anfiestomaticas (MORRETES, 1967). A presenca de folhas com estdmatos em ambas as faces
da epiderme aumenta a taxa fotossintética, permitindo trocas gasosas mais eficientes se
comparada com folhas hipoestomaticas (PARKHURST, 1978; MOTT et al.,1982). L.
artemisiifolia ocorre, na Serra Dourada, em fendas de rochas. A presenca de estdmatos nas
duas faces da folha esta relacionada a condicdo de sazonalidade climatica a que esta sujeita.
Outro fator presente nas folhas da L. artemisiifolia que auxilia no aumento da taxa
fotossintética e permite trocas gasosas mais eficientes é a presenca de grande quantidade de

tricomas glandulares em ambas as faces da epiderme da folha, criando um microclima que
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evita a perda excessiva de agua, aléem de permitir que os estbmatos possam ficar abertos por
um periodo maior de tempo sem perder grandes quantidades de agua.

As células epidérmicas, em vista frontal, possuem paredes anticlinais sinuosas em
ambas as faces da epiderme da folha, sendo mais evidentes na face abaxial. Tal caracteristica
também foi descrita para outras espécies da familia como em Galinsoga parviflora Cav. e G.
ciliata (Raf.) Blake (DUARTE & LOPES, 2004). Segundo HABERLANDT (1928), a
presenca de células com paredes epidérmicas sinuosas aumenta a rigidez das células e esta
relacionada a funcdo mecéanica pois permite evitar o colapso da parede devido escassez de
agua.

Em L. artemisiifolia a cuticula é delgada e recoberta por ceras epicuticulares estriadas.
Entretanto, diferente do observado, varias espécies da familia Asteraceae, que ocorrem em
regido de Cerrado, apresentam células com cuticula espessa (TAVARES et al.,2000; DEL-
VECHIO-VIEIRA et al.,2008). Para ESAU (2002) e TAIZ & ZEIGER (2004) a espessura da
cuticula é influenciada pelo habitat da planta. Espécies vegetais nativas de ambientes com
pouco suprimento hidrico possuem células com cuticula mais espessas que as espécies de
ambientes Umidos. Entretanto, apesar de estar adaptada a condi¢cdo de sazonalidade climética,
essa caracteristica ndo ocorre em L. artemisiifolia, semelhante ao que é descrito para
Elephantopus mollis Kunth (EMPINOTTI & DUARTE, 2008), Chaptalia nutans L. Pohl que
possuem cuticula delgada com estriacdes nitidas. Outras espécies também possuem cuticula
delgada como Porophyllum ruderale Jacq. Cass. (DUARTE et al.,, 2007) e a Galinsoga
parviflora Cav. e G. ciliata (Raf.) Blake (DUARTE & LOPES, 2004), mas nestas espécies a
cuticula é lisa e levemente estriadas respectivamente.

Alguns autores acreditam que a espessura da cuticula esteja intimamente ligada com a
protecdo de patdgenos e que a protecdo contra perda de agua esteja mais relacionada com a
estrutura molecular, composi¢do quimica e arranjo das ceras, para maior ou menor difusdo da
agua (KERSTIENS, 1996; HEREDIA et al., 1998). Segundo OLIVEIRA et al. (2003), a
presenca de cuticula estriada (bem como de tricomas) nas folhas pode indicar uma adaptacao
a ambientes com altas intensidades luminosas. As plantas de L. artemisiifolia foram coletadas,
entretanto, em ambientes sombreados, mas a grande quantidade de tricomas glandulares pode
ter influenciado para que a cuticula fosse delgada ja que néo tinha necessidade de ser espessa,
pois 0s tricomas além de criar um microclima evitando a perda de agua também séo
responsaveis pela secrecdo de substancias que podem proteger a planta contra patdégenos.

O espessamento das paredes das células epidérmicas é responsavel pela protecdo

contra excessiva perda de agua, além de oferecer suporte mecénico contra agdo do vento
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(PYYKKO, 1966). Resultado semelhante a L. artemisiifolia foi observado em Achyrocline
alata Kunth, que é uma espécies ocorrente no Cerrado, e possui células epidérmicas com
paredes periclinais espessas na nervura e no caule (MUSSURY et al., 2007).

No mesofilo, o paréngquima palicadico de L. artemisiifolia possui células com aspecto
lobado compondo 1 a 2 camadas e 0 esponjoso cerca de 4 camadas, assim como ocorre em
Ageratum fastigiatum (DEL-VECHIO-VIEIRA et al.,2008). Essas dobras do parénquima
aumentam a superficie de contato das células (APEZZATO-DA-GLORIA & CARMELLO-
GUERREIRO, 2003). De acordo com FAHN (1978), HAVEN et al. (2001) e MENEZES et
al. (2003) o arranjo frouxo das celulas do mesofilo auxilia o aumento da eficiéncia
fotossintética, pois grande parte da superficie das células fica exposta ao ar presente nos
espacos intercelulares. De acordo com ESAU (1959), as folhas expostas ao sol apresentam
parénquima palicadico mais desenvolvido que as folhas que crescem em sombra. Essa
caracteristica ndo foi observada na espécie em estudo, possivelmente por crescer em locais
mais sombreados.

No caule das espécies da familia Asteraceae € comum a presenca de endoderme bem
definida ou como bainha amilifera (METCALFE & CHALK, 1950). Assim como ocorre
presenca de ductos secretores associados a endoderme em L. artemisiifolia, PAGNI &
MASINI (1999) descreveram que em Varios representantes desta familia a endoderme estéa
associada a presenca de ductos secretores. Descrita também para o género Elephantopus
(LERSTEN &CURTIS, 1987).

Fibras associadas ao sistema vascular sdo frequentemente observadas nas espécies de
Asteraceae (CARLQUIST, 1957; ANDERSON & CREECH, 1975; FAHN & CUTLER,
1992; BREITWIESER,1993). Segundo estudo realizado por MELO-DE-PINNA (2004), as
espécies do género Richterago Kuntze apresentaram a bainha de fibras perivasculares na
lamina foliar e no peciolo. Em L. artemisiifolia ocorre calotas de fibras externamente ao
floema no caule. Estas também sdo descritas em Bidens pilosa (DUARTE & ESTELITA,
1999), Baccharis dracunculifolia (BUDEL et al., 2004), Achyrocline alata Kunth
(MUSSURY et al., 2007) e Elephantopus mollis Kunth (EMPINOTTI & DUARTE, 2008).

L. artemisiifolia possui elevada diversidade de tricomas glandulares nas folhas e no
caule. Os tricomas em elevada densidade sao responsaveis por manter uma atmosfera saturada
em vapor de dgua (FAHN & CUTLER, 1992; LARCHER, 2000) e influenciam indiretamente
a economia de agua das plantas pela reflexdo da radiacdo solar que chega até as folhas
(SALATINO et al., 1986; LARCHER, 2000). Além disso, a presenca de tricomas glandulares

é responsavel pela secrecdo de substancias lipofilicas (como dleos essenciais), gera um
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microambiente hidrofébico que protege ainda mais a folha de dessecacgdes por estresse hidrico
(FAHN & CUTLER, 1992).

A alta densidade de tricomas nas folhas e no caule, presenca de parénquima
lignificado na regido de nervura e cortex caulinar, espessamento das células da epiderme e a
presenca de fibras associadas ao sistema vascular do caule sdo caracteristicas que estdo
relacionadas, provavelmente, a sazonalidade climéatica do ambiente em que ocorre a espécie L.
artemisiifolia. O parénquima lignificado, a presenca de espessamento das células da epiderme
e a presenca de fibras sdo importantes para aumento da rigidez da folha e do caule,
protegendo estes contra os ventos, além de manter a arquitetura desses Orgdos e evitar o
colapso das células durante o periodo de estiagem do Cerrado. J& a presenca de alta densidade
de tricomas auxilia para formacdo de um microclima que evita a perda excessiva de agua e
reflete a luminosidade o que gera uma economia de agua importante principalmente para
periodos de estiagem.

A ocorréncia de 6leo essencial permite a possibilidade de defesa a herbivoria (FAHN
& CUTLER, 1992; HARBORNE, 1993). Os 06leos essenciais secretados pelas estruturas
secretoras, principalmente ductos secretores e tricomas, podem conferir barreira quimica
contra herbivoros (JOHNSON, 1975; LEVIN, 1976; PICMAN et al. 1978; WAGNER, 1991)
e adaptacdo a fatores abioticos (FAHN, 1986; FAHN & CUTLER, 1992; LARCHER, 2000).
O exsudato liberado forma uma camada continua na superficie foliar que pode aumentar a
refracdo da luminosidade e diminuir a temperatura, além de auxiliar na economia de agua da
planta (SALATINO et al., 1986; FAHN, 1986; LARCHER, 2000). Além disto, alguns tipos
de terpendides volateis encontrados na secregdo dos tricomas podem repelir herbivoros
durante o crescimento vegetativo da planta e pode atrair polinizadores e dispersores de
sementes (KAINULAINEN et al., 1998). Tricomas secretores ocorrem amplamente na familia
e podem ocorrer com freqiéncia em depressdes na epiderme (SOLEREDER, 1908), como
também foram vistos em L. artemisiifolia que possui o tricoma tipo VI, que sdo encontrados
em depressdes na epiderme.

Em L. artemisiifolia os tricomas secretam substancias de natureza lipidica, compostos
fenolicos, alcaloides e Oleo-resinas, identificados através dos testes histoquimicos. Essas
substancias também ocorrem na secrecdo dos tricomas de outras espécies da familia. Estudos
realizados por WEKER & FAHN (1982), WEKER et al. (1994) e MONTEIRO et al. (2001)
com espécies da familia Asteraceae mostraram a presenca de tricomas que secretam
substancias lipidicas. Na espécie Artemisia campestres spp maritima os tricomas secretam
Oleo-resinas, terpenoides, flavonoides e alcaloides (ASCENSAO & PAIS, 1987), ja em
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Artemisia annua os tricomas secretam apenas compostos fenélicos (DUKE & PAUL, 1993).
Substancias lipofilicas e compostos fendlicos foram identificados na secre¢do dos tricomas da
espeécie Siegesbeckia orientalis (AGUILERA et al., 2004).

O tricoma do tipo VII (bisseriado vesiculoso), presente na folha e no caule de L.
artemisiifolia, sdo relatados para diferentes tribos de Asteraceae como Anthemideae,
Astereae, Eupatorieae, Heliantheae, Inuleae, Mutisieae e Vernonieae (CASTRO et al., 1997,
CORTADI et al., 1999; MONTEIRO et al., 2001). Estes tricomas sdo citados por varios
autores como sendo um carater conservativo na familia (AGUILERA et al., 2004) e ja foram
relatados nos seguintes géneros: Baccharis L. Sect., Calea L., Elephantopus L., Eremanthus
Less., Eupatorium L., Gochnatia Kunth, Mikania Willd, Piptocarpha R.Br., Pterocaulon Ell.,
Stevia Cav.,Vernonia Schreb., Viguiera Kunth., Wedelia Jacq., Wulffia (CASTRO et al.
1997). Para espécies do género Richterago Kuntze os tricomas bisseriados vesiculosos
encontram-se, como em L. artemisiifolia, em depressdes na lamina foliar (MELO-DE PINNA
2004). Para a espécie Achillea millefolium este tricoma foi descrito com 10 células no total,
sendo um par de células basais, um par de células pedunculares e 3 pares de células
glandulares (GREGIO & MOSCHETA, 2006). Em Ageratum fastigiatum Gardn. foi descrito
presenca do tricoma bisseriado na face adaxial do mesofilo (DEL-VECHIO-VIEIRA et al.,
2008), muito semelhante ao encontrado em L. artemisiifolia. Também sdo relatos presenca de
tricomas com pedunculo unisseriado em alguns estudos como o realizado por FARAGO et al.
(2006) com Calea longifolia Gardner.

No estudo realizado por CASTRO et al. (1997) constatou-se, semelhante a L.
artemisiifolia, a presenca de tricomas recurvados sobre a epiderme com numero variavel de
células no peddnculo e cabecga globosa, este tricoma ocorre exclusivamente nas espécies das
tribos Eupatorieae e Heliantheae, mostrando uma possivel afinidade entrem essas tribos.

Vérias fases da ontogenia dos tricomas glandulares de L. artemisiifolia foram
determinadas no presente trabalho, mas em funcdo da grande diversidade nao foi possivel
identificar todas as fases de cada um deles. Os tricomas com pedinculo unisseriado iniciam a
diferenciacdo a partir de uma célula protodérmica que se dividi de forma periclinal. J& os
tricomas bisseriados esta primeira divisdo é anticlinal. Entretanto, a célula precursora
expande-se e possui aspecto semelhante para todos os tipos. A fase inicial da ontogenia dos
tricomas glandulares de Artemisia campestris L. (ASCENSAO & PAIS, 1987) é semelhante
ao observado no presente estudo, a célula precursora dos diferentes tipos de tricomas era
sempre maior que as protodérmicas adjacentes. Na espécie Baccharis dracunculifolia, para o

desenvolvimento inicial dos tricomas bisseriados ocorre a divisdo anticlinal de uma célula
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epidérmica e em seguida ocorrem sucessivas divisGes periclinais, assim como ocorre em L.
artemisiifolia (OLIVEIRA & BASTOS, 1999). FAVORITO (2009) observou, entretanto, que
as células precursoras dos diferentes tricomas de Lippia stachyoides Cham. (Verbenaceae)
assumem diferentes formas: protuberantes, arredondadas ou papiliformes. GONCALVES et
al. (2010) verificou que em Ocimum selloi Benth (Lamiaceae) também ndo foi possivel
descrever todos os estadios ontogénicos para dois dos trés tipos de tricomas encontrados nesta
espeécie, devido a falta de sincronizacdo no desenvolvimento, devido a diferenciacdo destes
tricomas glandulares ter ocorrido muito cedo e possivelmente os acontecimentos iniciais do
desenvolvimento dos dois tricomas serem muitos semelhantes divergindo apenas na fase final
de diferenciacéo.

Ductos secretores ocorrem na folha e caule de Lomatozona artemisiifolia e estdo
localizados entre os feixes vasculares ou associados a eles, geralmente mais préximos ao
xilema. Estes ductos possuem em sua maioria lumen reduzido e, em corte longitudinal, foram
vistos bem estreitos e curtos. Segundo LERSTEN & CURTIS (1986), em Eupatorium
rugosum foram observadas estruturas secretoras internas com espacos secretores isolados
apresentando diferentes graus de alongamento. Essas estruturas foram denominadas de
cavidades tubulares. Este termo é usado, por estes autores, para as estruturas secretoras
internas, da familia Asteraceae, que sdo consideravelmente menores que um ducto e mais
longas que uma cavidade. Entretanto, de acordo com CUTTER (1978) e FAHN (1979),
guando essas estruturas em seccdo longitudinal possuem aspecto isodiamétrico sdo
denominadas de cavidades, e quando possuem forma alongada recebem a denominacédo de
ductos, ambas contendo um Iimen delimitado por células epiteliais.

Existem vérios estudos que relatam a presenca de ductos em espécies da familia
Asteraceae. CASTRO et al. (1997) descreveram a presenga de ductos associados ou préximos
ao floema e xilema em 39 das 72 espécies em estudo, estando presentes em 14 géneros de 4
tribos, semelhante ao que ocorre em L. artemisiifolia. Nas tribos Eupatorieae e Heliantheae
existem uma constancia na presenca e posicdo ocupada pelos ductos e na tribo Vernonieae
auséncia destes. Ductos secretores foram observados em Eupatorium inulaefolium
(RAGONESE, 1988); Solidago microglossa DC., Calea pinnatifida R. Brown e Mikania
hirsutissima DC. (OLIVEIRA & AKISUE, 1998), Bidens pilosa (DUARTE & ESTELITA,
1999), Galinsoga parviflora Gallant Soldier e G. ciliata Raf (DUARTE & ESTELITA, 2000)
e Ageratum conyzoides L (TAVARES et al., 2000). Ductos na lamina foliar e no caule
também foram descritos para Siegesbeckia orientalis L (AGUILERA et al. 2004), Achillea
millefolium (GREGIO & MOSCHETA, 2006) e Mikania glomerata (MILAN et al., 2006).
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Além das espécies pertencentes ao género Baccharis (CORTADI et al. 1999; ORTINS &
AKISUE 2000; BUDEL et al. 20033, b, c; BUDEL et al. 2004;). Segundo MELO-DE-PINNA
& MENEZES (2003) a posicéo dos ductos secretores pode variar entre as espécies, no caule
geralmente estdo presentes no interior do cortex e floema, mas também podem ocorrer
associados com periciclo. MILLANI et al., (2010) observaram na espécie Ageratum
conyzoides L. a presencga de ductos secretores adjacentes ao feixe da nervura principal das

folhas ou associados a nervura secundaria, assim como foi observado em L. artemisiifolia.

5. CONCLUSOES

L. artemisiifolia possui caracteristicas anatbmicas comuns & familia Asteraceae.

As folhas anfiestoméaticas e com alta densidade de tricomas estdo, provavelmente,
relacionadas a protecdo da planta contra perda excessiva de agua. Além disto, as células
epidérmicas com paredes espessas, células parenquimaticas com paredes lignificadas e grande
quantidade de fibras associadas ao sistema vascular no caule auxiliam na manutengéo de sua
arquitetura, importante na condicao de estiagem no Cerrado.

L. artemisiifolia possui elevada diversidade de tricomas glandulares na folha e no
caule, classificados no presente trabalho em oito tipos. Estes tricomas secretam substancias de
natureza lipofilica, fendlicas e nitrogenadas.

Em L. artemisiifolia ocorre dois tipos de tricomas tipicos da familia Asteraceae, o tipo
VII que € o bisseriado vesiculoso e o tipo VIII que € o recurvado sobre a epiderme.

Os tricomas glandulares se diferenciam muito cedo no desenvolvimento do caule e da
folha, sendo o primeiro evento a expansao de uma célula protodérmica.

Os tricomas glandulares com pedunculo unisseriados iniciam a diferenciacdo com a
uma divisdo periclinal da célula protodérmica expandida e os bisseriados iniciam a

diferenciacdo com uma divisao anticlinal.
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CAPITULO 2

PROSPECCAO FITOQUIMICA E COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL DE
Lomatozona artemisiifolia Baker (ASTERACEAE-EUPATORIEAE)

RESUMO

Prospeccdo fitoquimica e composicdo do 6leo essencial de Lomatozona artemisiifolia
Baker (Asteraceae-Eupatorieae) - A espécie Lomatozona artemisiifolia Baker pertence a
tribo Eupatorieae (Asteraceae). Este género € representado por um numero limitado de
espécies pouco estudadas, distribuidas no centro-oeste principalmente Goias e Mato Grosso.
O objetivo deste estudo foi determinar a composicdo quimica do 6leo essencial, fornecendo
subsidios para a conservacdo desta espécie. O material vegetal foi coletado na Reserva
Biologica da Universidade Federal de Goias “Prof. José Angelo Rizzo”, situado no Parque
Estadual da Serra Dourada (PESD), no estado de Goias. A coleta foi realizada no inicio do
més de fevereiro, foram coletadas apenas partes vegetativas. A analise dos 6leos essenciais foi
realizada no Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Farmécia da Universidade
Federal de Goias. O material vegetal foi submetido a hidrodestilacdo pelo aparelho tipo
Clevenger, onde foi extraida amostra do 6leo essencial. A amostra foi acondicionada em vidro
ambar no freezer e o rendimento do dleo essencial foi baixo. A prospecgdo fitoquimica foi
realizada com cerca de 200g de amostra, foi detectada a presenca de tracos de alcaldides,
cumarinas, heterosideos flavonoides e saponinas. A extracdo do Oleo foi realizada com
material vegetal fresco, identificando 21 compostos, os majoritarios foram y- muuroleno com
28.81%, o B-germacreno com 18,23%, cariofileno 12,48%, &-elemeno 8,61%, &-careno
7,55%, B-ocimeno 5,94%.

Palavras-chave: Centro-Oeste; clevenger; flavonoides; hidrodestilagdo; y- muuroleno.
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1. INTRODUCAO

Algumas espécies de plantas e microrganismos sdo capazes de produzir, transformar e
acumular inimeras substancias que sdo denominadas de metabolitos secundarios, que embora
ndo sejam essenciais para a planta, promovem vantagens para perpetuacdo da espécie e
vantagens para sua sobrevivéncia (SANTOS, 1999). Esses metabolitos secundarios durante
muito tempo foram denominados como produtos sem funcéo fisioldgica, tendo pequena
importancia no metabolismo e crescimento da planta (RICHARD et al., 1994).
Posteriormente, com investigacGes aprofundadas, esse conceito se modificou ja que esses
metabolitos exercem fungdes relacionadas ao desenvolvimento fisioldgico da planta além de
mediarem interacbes entre a planta e os outros organismos (SIMOES et al., 2002),
promovendo para a planta protecdo contra herbivoros, insetos e patdgenos ou contra estresses
bidticos e abioticos (JIAN et al., 2005).

Os metabolitos secundarios sdo produzidos geralmente em pequena quantidade e se
diferem qualitativamente e quantitativamente entre as espécies, sendo expressdo da
individualidade quimica destes (MARTINS et al., 1996). S&o classificados em trés grupos
distintos: compostos fendlicos, compostos nitrogenados e terpendides (TAIZ & ZEIGER,
1998).

Os compostos fendlicos sdo substancias aromaticas formadas via rota do &cido
chiguimico, os compostos nitrogenados sdo sintetizados a partir dos aminoacidos e 0s
terpendides sdo sintetizados a partir do acetil CoA, via rota do acido mevalénico (SANTOS,
1999). Através do metabolismo do acetil CoA sdo sintetizados os isoprendides e 0s
terpendides que correspondem a segunda classe com maior quantidade de constituintes ativos,
como os Oleos essenciais (MANN, 1987).

Os Oleos essenciais sdo liquidos oleosos volateis, provenientes do metabolismo
secundario, possuem aroma forte normalmente agradavel e sdo constituidos principalmente de
mono e sesquiterpenos e de fenilpropandides, esses metabdlitos conferem suas caracteristicas
organolépticas (FERRI, 1996; BIZZO et al., 2009). Podem ser chamadas de 6leos volateis,
etéreos ou essenciais, tendo como principais caracteristicas a volatilidade e a baixa massa
molar. S&o separaveis pelo arraste a vapor de agua e sintetizados em estruturas anatémicas e
celulares definidas, como ductos, cavidades e tricomas glandulares (SIMOES & SPITZER,
1999). Para as plantas, os 6leos essenciais sdo importantes para atracdo de polinizadores, para
repelir insetos, podendo atuar na defesa contra doencas e pragas (PERES, 2004).
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A composicdo quimica do 6leo essencial de uma planta depende da estagdo de coleta,
de condigbes ambientais, procedimento de extragéo, condi¢Oes de armazenamento, extracao e
podem conter mais de 100 compostos organicos (SEVERO et al., 2009).

A concentracdo, e até mesmo a presenca, desses metabolitos secundarios sao
influenciados pelas varidveis ambientais, pela expressdo génica e pelos processos bioquimicos
e fisioldgicos da planta. Os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre
a planta e seu ambiente, sendo assim, a sintese destes é afetada por condi¢cbes ambientais
(KUTCHAN, 2001). A variacdo da concentracdo e proporcdo pode ocorrer em niveis
sazonais e diarios e ocorrem temporalmente e espacialmente (JAMIESON & BOWERS,
2010; DARROW & BOWERS, 1997). Esses compostos podem ser usados em estudos de
quimiosistematica e na quimica de produtos naturais bioativos (LEITE, 2008).

As plantas da familia Asteraceae produzem metabdlitos secundarios que véo
proporcionar uma melhor defesa quimica e que contribuem para 0 seu sucesso e sua
distribuicdo cosmopolita (ALMEIDA-CORTEZ et al., 2004). Nas plantas desta familia
ocorrem com frequéncia acidos fendlicos, poliacetilenos, flavonoides, cumarinas,
benzofuranos, monoterpenos, diterpenos, triterpenos, sesquiterpenos com destaque para as
lactonas sesquiterpénicas (CALABRIA et al., 2009).

Os Oleos essenciais presentes nas espécies de Asteraceae tém sido amplamente
relatados (CANDAN et al., 2003; SOUZA et al., 2003; CESTARI et al., 2004; CORREA et
al., 2004; AGOSTINI et al.,, 2005; CASTRO et al., 2006; BORSATO et al., 2007;
FERRONATO et al., 2007; MAIA et al., 2010). Varias espécies de Baccharis L.Sect., por
exemplo, ja foram estudadas, sendo relatado presenca de tricomas glandulares pluricelulares
na superficie foliar e predominancia de compostos monoterpénicos e sesquiterpénicos na
composi¢do quimica dos o6leos essenciais (BUDEL et al., 2004; BUDEL & DUARTE, 2007,
MOLARES et al., 2009; CARDOSO et al., 2011).

Na tribo Eupatorieae, em todas as inflorescéncias sdo encontrados flavondides.
Existem relatos da presenca de alcaldides pirrolizidinicos diferentes dos sintetizados pela tribo
Senecioneae, que é proxima a tribo Eupatorieae. Nos 6leos essenciais podem ser encontrados
benzofuranos, responsaveis pelas varias espécies desta tribo serem venenosas. Os
sesquisterpenos ocorrem em larga frequéncia dentro desta tribo, jA& a presenca de
monoterpenos na forma de derivados de timol ocorre esporadicamente (KING &
ROBINSON,1987).

Lomatozona artemisiifolia Baker, esté incluida na Lista Vermelha da Flora Brasileira,

instrumento legal para a protecdo de espécies ameacadas de extincdo (NAKAJIMA et al.,
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2012) e ainda € pouco conhecida sob o ponto de vista fitoquimico. Sendo assim, este trabalho
teve como objetivo realizar a prospeccdo fitoquimica e a composicdo do 6leo essencial,

fornecendo subsidios para a conservacgao desta espécie.

2. METODOLOGIA

2.1 Material Vegetal

O material vegetal foi coletado na Reserva Bioldgica da Universidade Federal de
Goias “Prof. José Angelo Rizzo”, situado no Parque Estadual da Serra Dourada (PESD), que
se localiza nos Municipios de Mossamedes, Goias e Buritis de Goias. As plantas utilizadas no
presente trabalho foram encontradas em fendas de rochas, crescendo sobre fina camada de
solo e sob ambiente sombreado nas seguintes coordenadas: S16° 04.701°, W050°11.343’; S16°
04.705°, W050°11.339’; S16° 04.738°, W050°11.583”; S16° 04.682°, W050°11.464°; S16°
04.638°, W050°11.330°.

A coleta foi realizada em fevereiro de 2013, aproximadamente 11h, contendo apenas
ramos vegetativos na amostra. Apos a coleta, as plantas foram transportadas em embalagens
plasticas até o Laboratério de Anatomia Vegetal do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Goiés, onde foram separadas amostras para a extracdo de o6leo

essencial e amostras para prospeccao fitoquimica.

2.2 Prospeccéo Fitoquimica

Para a prospeccdo as plantas foram colocadas em papel perfurado e levadas para estufa
de secagem e esterilizacdo modelo 320-SE de circulagdo mecénica com ventilacdo forcada a
65 C para secagem, durante 8 dias, quando atingiram 0 peso constante e em seguida foram
trituradas em moinho de facas. O p6 obtido foi devidamente identificado, acondicionado e
armazenado até sua utilizagdo nos experimentos.

A prospeccao fitoquimica foi realizada no Laboratorio de Farmacognosia e Controle
de Qualidade de Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de
Goiéas. Através do p6 obtido foram realizadas as analises qualitativas para as seguintes classes

de metabolitos: alcaldides, heterosideos antraquinbnicos, heterosideos flavondides,
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heterosideos digitalicos, heterosideos saponinicos e taninos, presentes no caule e folhas.
Utilizou-se nos experimentos metodologias adaptadas de MATOS (1988) e COSTA (2001).
Para prospeccéo fitoquimica foram obtidos cerca de 200g de material pulverizado.
2.2.1 Reacg0es Utilizadas para Alcaloides

Foram utilizados os reativos iodados que sdo o reativo de Mayer, reativo de
Drangendorff e reativo de Bouchardat. O reativo poli-acido mineral complexo que € o reativo
de Bertrand. E os reativos a base de acido orgéanicos que sdo o reativo de Hanger e éacido
tanico.
2.2.2 Reacdes Utilizadas para Heterosideos Antraquindnicos

Foi utilizada solugéo reagente de amonia.

2.2.3 Reacdes Utilizadas para Heterosideos Digitalicos

Apoés a extracdo foi realizada a reagdo de Liebermann-Burchard, Reacdo de Pesez,

Reacdo de Keller-Kiliani, Reacdo de Kedde.
2.2.4 Reac0es Utilizadas para Heterosideos Flavonoides

Apos a extracdo foram realizadas reacOes relacionadas com o nucleo fundamental que
sdo: Reacdo da Cianidina ou Reacdo de Shinoda, Reacdo Oxalo-Bdrica, Reagcdo com H,SO,
concentrado. E as ReacOes de caracterizacdo de Hidroxilas Fendlicas que sdo Rea¢do com 0s
Hidroxidos, Reagdo com o Cloreto de Aluminio e Reagéo com Cloreto Férrico.

2.2.5 Reac0es Utilizadas para Heterosideos Saponinicos

Foram determinados os indices de espuma afrosimeétrico ou espumigeno.
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2.2.6 Reag0es Utilizadas para Taninos

Foram realizadas as reacfes com gelatina, reacGes com sais de alcaldides, reacbes com

sais metalicos e reacdo com hidroxido.

2.3 Extragéo do 6leo essencial

2.3.1 Preparacéo da amostra e extracdo do 6leo essencial

As amostras foram reduzidas com auxilio de tesoura a comprimentos menores, cerca
de 2-3 cm de comprimento e submetidas a hidrodestilacdo direta por arraste de vapor em
aparelho tipo Clevenger, por 2 horas. Para extracdo do 6leo essencial foram utilizadas cerca

de 140g de material vegetal.

2.3.2 Analise da composicdo quimica do 6leo essencial

O 6leo essencial da espécie L. artemisiifolia foi submetido a analise cromatografica
em fase gasosa, acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) em aparelho SHIMADZU
QP5050A. Os componentes quimicos dos Oleos essenciais foram identificados por
comparacdo dos espectros de massas e indices de reten¢do com os presentes na literatura para
0s componentes mais comuns de 6leos essenciais (ADAMS, 2007). Os indices de retencdo
(IR) foram calculados através da coinjecdo de uma mistura de hidrocarbonetos contendo 9 a
22 carbonos em sua molécula e auxilio da equacdo de Van Den Dool & Kratz (VAN DEN
DOOL & KRATZ, 1963):

IR=100. N [(tx — tn-1)/ (tn — tn-1)] + 100. Cn-1

Onde:

N=Cn-Cn-1

Cn= namero de carbonos do n-alcano que elui apos a substancia analisada
Cn-1= namero de carbonos do n-alcano que elui antes a substancia analisada
tx= tempo de retencdo da substancia analisada

tn= tempo de retencdo do n-alcano que elui ap6s a substancia analisada
tn-1= tempo de retencdo do n-alcano que elui antes a substancia analisada
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3. RESULTADOS

3.1 Prospeccao Fitoquimica

Nas andlises feitas com a espécie L. artemisiifolia, neste estudo, péde-se constatar a
presenca de tracos de alcaldides, cumarinas, heterosideos flavonoides e saponinas. O ensaio
qualitativo para deteccdo de alcaldides foi positivo apenas para dois reagentes iodados, o
reativo Dragendorff e Bouchardat, os demais reagentes se mostraram negativos ou nao
sensibilizados. A detecgdo de cumarina resultou em positiva, pela presenca da fluorescéncia
verde-amarelada quando exposta em luz ultra-violeta. Para a deteccdo de flavondides todas as
reacOes foram positivas. Para caracterizacdo das saponinas teve um indice de espuma de 100,

que € positivo, porém pequeno. Todos os resultados estdo expressos no quadro 1.

Quadro 1. Resultados da prospec¢do fitoquimica realizada nos 6rgaos vegetativos aéreos e

reprodutivos de L. artemisiifolia Baker

CLASSE DE METABOLITOS RESULTADO MUDANCA DE
SECUNDARIOS COLORACAO

Alcalbides

1. Reacdo de Mayer

2. Reacdo de Dragendorff + Precipitado vermelho tijolo

3. Reagdo Bouchardat + Precipitado marrom-

avermelhado

4. Reacdo Bertrand

5. Reacédo Hager

6. Reacdo Ac. Tanico

Cumarinas + Fluorescéncia verde-

amarelada

Heterosideos Antraquindnicos

Heterosideos Digitalicos

1. Reagéo Liebermann-Burchard

2. Reacdo de Pesez

3. Reacdo Keller- Kiliani
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4. Reacdo Kedde

Heterosideos Flavondides

1. Reacdo Shinoda + Castanho-réseo
2. Reagdo Oxalo-Borica + Fluorescéncia amarela
3. Reacdo Ac. Sulfarico Concentrado + Fluorescéncia amarela
4. Reacdo Hidroxidos Alcalinos + Verde mudou para amarela
5. Reacdo Cloreto de Aluminio + Fluorescéncia amarela-verde
6. Reacdo Cloreto Férrico + Castanha
Heterosideos Saponinicos + indice de espuma= 100

Metilxantinas

Taninos

1. Reacdo Gelatina

2. Reacdo Alcaloides
(Quinino/Brucina)

3. Reacdo Sais Metalicos

4. Reacdo Hidroxidos Alcalinos

3.2 Composicao do 6leo essencial

Os resultados das andlises por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria

de massas (CG/EM) dos 6leos essenciais extraidos de L. artemisiifolia encontram-se descritos

detalhadamente no quadro 2, com o teor de cada componente expresso em porcentagem.

A composi¢do quimica do Oleo de essencial de L. artemisiifolia apresenta

monoterpenos hidrocarbonetos, monoterpeno oxigenado, sesquiterpenos hidrocarbonetos,

sesquiterpeno oxigenado e sesquiterpeno alcool (Quadro 3), sendo que 26% dos compostos

sd0 monoterpenos e 42% sao sesquiterpenos. Foram identificados 21 compostos na andlise, 0s

compostos majoritarios foram y- muuroleno com 28.81%, o B-germacreno com 18,23%,

cariofileno 12,48%, &-clemeno 8,61%, 6-careno 7,55%, B-ocimeno 5,94%.
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Quadro 2. Compostos identificados na amostra de 6leo essencial de L. artemisiifolia Baker

Pico Componentes IR Kl Teor (%)
1. d-careno 994,18 1002 7.55
2. Felandreno 998,19 1002 0,33
3. Limoneno 1020,90 1029 0,49
4. (Z) B-ocimeno 1028,30 1050 0,17
5. (E) p-ocimeno 1038,71 1050 5,94
6. y-terpineno 1049,88 1059 0,47
7. Terpinoleno 1080,48 1088 0,30
8. d-elemeno 1330,81 1338 8,96
9. Naril acetato 1345,80 1361 0,57
10. B- elemeno 1384,76 1390 0,67
11. Cariofileno 1412,47 1419 12,48
12. y- elemeno 1425,98 1436 0,41
13. Aromadendreno 1435,36 1441 0,34
14. a-humuleno 1446,24 1454 0,92
15. y- muuroleno 1474,33 1479 28,81
16. B-selineno 1478,99 1490 0,92
17. Isodauceno 1497,49 1500 0,93
18. a-farneseno 1499,98 1505 0,93
19. NI 1515,05 - 3.83
20. [-germacreno 1550,10 1561 18,23
21. NI 1566,97 - 0,31
22. Oxido de 1575,00 1583 0,58

Cariofileno
23. NI 1579,59 - 0,46
24, NI 1585,02 - 0,26
25. NI 1617,51 - 0,72
26. Muurola-4.10(14)- 1621,30 1631 0,29
dien-1p-ol
27. NI 1628,41 - 0,47
28. NI 1642,34 - 0,29
29. NI 1646,46 - 0,35
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30. NI 1873,38 - 2,41

31. NI 1921,86 - 0,61

* IR- indice de retencdo, KI- indice de retencdo de Kovats, NI- ndo identificado.

Quadro 3 — Classes dos componentes do 6leo essencial de L. artemisiifolia Baker

Classes Principais Componentes

Monoterpenos Hidrocarbonetos 6-Careno, felandreno, limoneno, (Z ¢ E) -

ocimeno, y-terpineno, terpinoleno

Monoterpeno Oxigenado Neril-acetato

Sesquiterpenos Hidrocarbonetos d ¢ B e y-elemeno, cariofileno,
aromandendreno, a-humuleno, y-muuroleno,

B-selineno, isodeuceno, a-farneseno, -

germacreno
Sesquiterpeno Oxigenado Oxido de cariofileno
Sesquiterpeno alcool Muurola-4.10(14)-dien-1p-ol

4. DISCUSSAO

4.1 Prospeccao fitoquimica
4.2

A prospeccdo fitoquimica busca avaliar a presenca de constituintes quimicos das
espécies ou conhecer estes constituintes. Em espécies que ainda ndo foram estudadas
quimicamente, a prospeccdo se faz importante para analise preliminar além de indicar os
metabolitos secundarios relevantes na espécie (SIMOES et al., 2004). Na familia Asteraceae
sdo comumente encontrados poliacetilenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos,
cumarinas, flavonoides, benzofuranos e benzopiranos (EMERECIANO et al., 1998). As
analises feitas com a espécie Lomatozona artemisiifolia, neste estudo, péde-se constatar a
presenca de tracos de alcaldides, cumarinas, heterosideos flavondides e saponinas.

O ensaio qualitativo para deteccdo de alcaldides foi positivo apenas para dois
reagentes iodados, o reativo Dragendorff e Bouchardat. Para o reativo Dragendorff observou-
se a formacdo de precipitado vermelho-tijolo conforme descrito na literatura por COSTA
(2001), para o reativo Bouchardat a reagdo também se mostrou positiva ocorrendo a formacéo
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de precipitado marrom-avermelhado. Os demais reagentes se mostraram negativos ou néo
sensibilizados. Como os dois reagentes que demonstraram reagdo positiva, Sdo 0s reativos
mais sensiveis possivelmente ha presenca de alcaldides na amostra de L. artemisiifolia. Mas
deve-se considerar a possibilidade de falsos positivos ou a possibilidade de o extrato possuir
baixa concentracao de alcaldides, incapaz de sensibilizar os demais reagentes.

Para as plantas sua fungdo fisioldgica ainda ndo é bem descrita, mas sua funcéao
ecologica esta relacionada a protecdo contra herbivoros e patdgenos (SALISBURY & ROSS,
1991; BARBONI et al., 1994 apud CASTRO et al., 2004) Esses metabdlitos estdo presentes
em outras espécies da tribo Eupatorieae como em Ageratum conyzoides (ROGELIO &
MIRANDA- PEREDA, 2004).

A reacdo para caracterizacdo de cumarina resultou em positiva, pois observou-se
fluorescéncia verde-amarelada quando exposta a luz ultravioleta. 1sso porque as cumarinas
desenvolvem fluorescéncia azul-brilhante ou verde quando expostas a luz ultravioleta e em
solucéo alcalina, pois ocorre rompimento do anel lactonico desenvolvendo coloragdo amarela
(FALKENBERG et al., 2004). As cumarinas para as plantas agem como estimulantes da
germinacdo (SILVA, et al., 1995 apud Castro et al., 2004). Nas espécies Mikania glomerata
Sprengel e Mikania laevigata Baker, que também sdo da tribo Eupatorieae, possuem
cumarinas (CZELUSNIAK, et al.; 2012).

Todas as reacdes de caracterizacdo de flavonoides foram positivas. Para a Reacdo de
Shinoda a amostra mudou de coloracdo, adquirindo cor castanho-roseado, nesta reacdao 0s
derivados flavonicos que possuem cor amarelada reduzem-se e se tornam vermelhos na
presenca de meio &cido (ZUANAZZI & MONTANHA, 2004). Na Reacdo Oxalo-Borica a
amostra com presenga de flavonoides, formam complexos cromdforos quando expostos com
acido oxalico e &cido borico e apresentam fluorescéncia amarelada sob luz ultravioleta
(COSTA, 2001). Para as plantas, os flavonoides, sdo importantes para a pigmentacdo das

flores e frutos, além de atrair polinizadores (CASTRO et al., 2004).

4.2 Analise do 6leo essencial

A presenca de os Oleos essenciais em espécies da familia Asteraceae tem sido
amplamente relatada (CANDAN et al., 2003; SOUZA et al., 2003; CESTARI et al., 2004;
CORREA et al., 2004; AGOSTINI et al., 2005; CASTRO et al., 2006; BORSATO et al.,
2007; FERRONATO et al., 2007; MAIA et al., 2010). Em varias espécies de Baccharis

L.Sect., por exemplo séo relatados tricomas glandulares pluricelulares na superficie foliar e

90



predominancia de compostos monoterpénicos e sesquiterpénicos na composi¢do quimica dos
6leos essenciais (BUDEL et al., 2004; BUDEL & DUARTE, 2007; MOLARES et al., 2009;
CARDOSO et al., 2011).

Os sesquiterpenos podem apresentar estruturas quimicas ciclicas e estas substancias
apresentam propriedades bioldgicas que vao desde a defesa contra herbivoros até informagdes
quimicas que auxiliam na interacdo planta-inseto (CHEN et al., 2003; DEGENHARDT et
al.,2003; KESSLER & BALDWIN, 2001).

Véarios componentes que foram encontrados na analise do 6leo essencial de L.
artemisiifolia ocorrem em outras espécies da familia Asteraceae e ja foram estudados. Alguns
destes compostos apresentam atividades bioativas, com importancia para inddstria
farmacéutica. De acordo com FERNANDES et al. (2007) o cariofileno e o humuleno
possuem atividade antiinflamatoria e segundo DUARTE (2006), o muuroleno e o germacreno
apresentam atividade antimicrobiana. Estudos com cariofileno, que sdo sesquiterpenos
hidrocarbonetos, sdo usados para perfumaria, producdo de sabonetes e industria cosmética e
sdo encontrados em varias familias de plantas, principalmente nas plantas usadas na medicina
popular (GUENTHER, 1972; WINDHOLZ, 1976). O cariofileno possui principalmente
atividade antibacteriana, antiviral, antihelmintica e antiprotozoario (COSTA, 2006). Algumas
espécies da familia Lamiaceae, que possuem germacreno na composi¢cdo do 6leo essencial
apresentaram acao antibacteriana e fungicida (ALMEIDA et al., 2005) e espécies que contém
compostos muuroleno apresentaram atividade alelopatica (ALMEIDA et al., 2003).

Algumas especies da familia Asteraceae possuem compostos semelhantes aos
encontrados em L. artemisiifolia. Estudo com Calendula officinalis L. (GAZIM, 2005)
mostrou que um dos compostos majoritarios € semelhante ao muuroleno. Entre 0s compostos
majoritarios encontrados em espécies do género Baccharis estdo o muuroleno, elemeno e
cariofileno (FLORAO, 2006). Entre os compostos majoritarios encontrados em Chamomilla
recutita (L.) Rauschert estdo presentes o cariofileno e o careno (BORSATO et al., 2007). Ja o
estudo com espécies do género Baccharis do Sul do Brasil, foram encontrados como
compostos majoritarios E-pineno, limoneno e espatulenol (AGOSTINI, et al., 2005). O estudo
realizado com espécies do género Vernonia mostrou que apenas uma pequena fracdo €
composta por monoterpenos e a grande maioria sdo sesquiterpenos hidrocarbonetos e dentre
0S compostos majoritarios aparece o cariofileno (MAIA, et al., 2010), assim como ocorre em
L. artemisiifolia. Em Eupatorium polystachyum DC. foram encontrados entre 0s compostos

majoritarios cariofileno e germacreno. Para esta mesma espécie também foi citada a presenca
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de muuroleno e elemeno em menores concentracfes (SOUZA et al., 2007), estes compostos
também ocorrem em L. artemisiifolia.

O rendimento do 6leo essencial de L. artemisiifolia foi baixo, aproximadamente
0,053%, e pode ter sido influenciado pela época e horario de coleta e pela fase de
desenvolvimento da planta. Apesar da composicdo quimica do 6leo essencial ser determinada
geneticamente, varios fatores ambientais podem gerar varia¢des, tanto no teor, quanto na
composicdo do 6leo essencial (SIMOES & SPITZER, 2004). Dentre esses fatores estio a
época do ano que a coleta foi realizada, o horéario de coleta e a fase de desenvolvimento em
que a espécie se encontra.

A época em que uma droga é coletada é um dos fatores de maior importancia para
analise da presenca de metabdlitos secundarios, visto que a quantidade e até mesmo a
natureza dos constituintes ativos nao é constante ao longo do ano (GOBBO-NETO & LOPES,
2007). SILVA et al.(2003a) observou que as espécies do Cerrado possui um menor
rendimento de 6leo essencial no periodo de seca, entre maio e setembro. Em um estudo
realizado com Lychnophora ericoides Mart., uma espécie de Asteraceae tipica do Cerrado,
constatou-se uma diminuicdo no rendimento do Oleo essencial nesse periodo de seca
(CURADO et al., 2006). Por outro lado, as chuvas continuas podem promover perda de
substancias das folhas de algumas plantas produtoras de 6leo essencial (ANGELOPOULOU
et al., 2002; GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

O aumento da temperatura ao longo do dia leva a diminuicdo do teor de éleo essencial
em algumas espécies devido a volatilizacdo deste (CORREA et al.1994 apud SILVA et al.
2003b; SIMOES & SPTIZER, 2004). SILVA et al. (2003b) verificou em Melaleuca
alternifolia Cheel, pertecente a familia Myrtaceae, oscilagdes no teor de 6leo essencial devido
a variagdo da temperatura e da umidade ao longo do dia. Portanto é necessario o
conhecimento do horario ideal para colheita das plantas para obtencdo de maiores teores de
principios ativos.

No periodo da floracdo, devido a formacdo dos botdes florais e frutos, hd maior
consumo de energia podendo levar ao decréscimo no teor de Oleo essencial em algumas
espéecies (WATERMAN, 1993). No estudo realizado por SILVA et al. (2003b) verificou-se
que no periodo de julho a setembro houve uma diminuigéo no teor do 6leo essencial atribuido
ou a diminuicdo de temperatura deste periodo ou a época de floracdo da espécie.

FONSECA et al. (2007) relata o aumento na quantidade de ductos foliares
responsaveis pelo armazenamento do Gleo essencial a medida que a folha se desenvolve,

sendo que o pico de producédo de 6leo essencial ocorre no periodo de pré- floracdo na especie
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Porophyllum ruderale (Jacg.) Cassini. Segundo HARBORNE (1993) ap0s esse periodo de
pré-floracdo hd uma diminuicdo do teor de 6leo das folhas e aumento proporcional de 6leo
nos botdes florais, como forma de defesa da espécie e para favorecer sua propagacdo. Na
espécie Calendula arvensis L., as amostras foram coletadas durante a floracdo na primavera e
no inverno e observou-se que 0 Oleo essencial nas duas estacbes sdo idénticos
qualitativamente, mas em relacdo ao teor do 6leo sdo diferentes quantitativamente entre as
estacdes. Na primavera (maio) ocorreu aumento de 3 vezes em um determinado composto do
Oleo essencial, este aumento pode estar associado a protecdo da planta e atracdo de
polinizadores durante esta estacdo (PAOLINI et al., 2010).

Portanto, o 6leo essencial das espécies é influenciado pela fase de desenvolvimento,
periodo do ano e horario de coleta do material vegetal. Sendo assim € necessaria a analise
destes fatores, para padronizacdo do melhor periodo e horario para obtencdo de um maior

rendimento e teor de dleo essencial para a espécie em estudo.

5. CONCLUSOES

Em Lomatozona artemisiifolia detectou presenca de alcaldides, cumarinas,
heterosideos flavondides e saponinas.

L. artemisiifolia produz compostos da classe dos monoterpenos e sesquiterpenos.

No oleo essencial foram identificados 21 compostos, sendo 0s majoritarios vy-
muuroleno, B-germacreno, cariofileno, -elemeno, d-careno, B-ocimeno, sendo 0S cOmMpostos

majoritarios, em sua maioria, da classe dos sesquiterpenos.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Em Lomatozona artemisiifolia ocorrem caracteristicas comuns a familia Asteraceae.

As folhas e o caule possuem alta densidade de tricomas que foram identificados e
classificados em oito tipos.

Os 6rgdos vegetativos aereos possuem alcaloides, cumarinas, heterosideos flavondides
e saponinas e os compostos do 6leo essencial sdo predominantementes da classe dos

sesquiterpenos.
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