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RESUMO

BIZAO, Nair, D.S., Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2002. Interacdo genétipo x
ambiente, caracterizacdo isoenzimatica, diversidade genética e quimica em Eclipta
alba (L.) Hassk. Orientador: Vicente Wagner Dias Casali. Conselheiros: Fernando Luiz
Finger e Paulo Roberto Cecon.

Oito acessos de Eclipta alba, foram estudados quanto aos padrdes isoenziméticos,
caracteres morfométricos e quantificacdo dos coumestanos demetilwedelolactona e
wedelolactona. Nas plantas dos acessos estudados detectou-se polimorfismo para os sistema
esterase (EST), fosfoglucoisomerase (PGI), malato desidrogenase (MDH), fosfoglucomutase
(PGM), sendo o sistema esterase 0 mais polimorfico. Utilizando-se da matriz de
dissimilaridade obtida pelo complemento Aritmético do indice de Similaridade de Jaccard,
agruparam-se os individuos pelo Méodo de Otimizagdo de Toccher e formaram-se quatro
grupos. Nos acessos AFR e CEM houve superioridade na maioria dos caracters
morfométricos, destacando-se nimero de capitulo por axila com média de 4,40 e nos demais
acessos com média 2,0. Invertendo a situacdo o0s dois acessos produziram o menor teor de
wedelolactona nas folhas e capitulos florais, com média de 0,6510 mg/g de matéria seca
foliar, enquanto nos outros seis acessos detectou-se 4,6906 mg/g da matéria seca. Nos
capitulos florais, a média foi de 0,3282 mg de wedelolactona/g de matéria seca nos acessos
AFRe CEM e de 2,3959 mg/g de matéria seca nos demais. Os caracteres morfométricos,
bioquimicos e quimicos diferenciais entre os acessos permitiram o estabelecimento de duas
variedades taxondmicas. Utilizando trés gendtipos carcterizados pelo sistema esterase,
estudou-se a interacdo gendtipo x ambiente e a plasticidade fenotipica de caracteres

morfométricos e das substancias fitofarmacéuticas, visando o conhecimento dos fatores

vii



ambientais e genéticos que influenciam na producdo desta espécie como medicinal. Os trés
genétipos foram cultivados em quatro ambientes, congtituidos pela combinacdo de dois
tratamentos de adubacéo (sem adubacdo e com adubacdo organica — humus de minhoca) e
dois ambientes (casa-de-vegetacdo, com sombrite 30% e em ambiente, a pleno sol). No estudo
da interacdo gendtipo-ambiente foi possivel eleger o gendtipo C como o mais produtivo, de
demetilwedelolactona na raiz, e 0 gendtipo A como 0 mais produtivo de wedelolactona na
parte aérea; e ambos devem ser cultivados no substrato com auséncia de humus de minhoca e
a pleno sol. No estudo da plasticidade fenotipica, nos caracteres morfométricos relacionados
com a producdo de biomassa detectoram-se 0s maiores valores nos trés genotipos, enquanto
gue os caracteres fitoquimicos foram menos influenciados pelo ambiente, apresentando os

menores valores de plasticidade.
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ABSTRACT

BIZAO, Nair, D.S.,, Universidade Federa de Vicosa, July 2002. Interaction between
genotype and environment, isozimatic characterization, diversity genetic and
chemical in Eclipta alba. Advisor: Vicente Wagner Dias Casali. Committee members:
Fernando Luiz Finger and Paulo Roberto Cecon.

Eigth accessions of Eclipta alba were studied the patterns concerning isozimatic,
characteres morphometric and quantification of isoflavonoids demethylwedelolactone and
wedelolactone. The plants of acessions studied presented polymorphism in systems esterase
(EST), phosphoglucoisomerase (PGI), phosphoglucomutase (PGM), malate dehydrogenase
(MDH), nevertheless the system esterase was more polymorphic. Using the dissimilarity
matrix obtained by Jaccard Arithmmetics Complement of similarity Index, the individuals
were put into four groups by Tocher's Optimization Method. Whatever characteres
morphometric in accessions AFR and CEM detected superiority between whole acessions,
detaching number of capitula by armpit with average of 4.40 and others acessions with
average 2.0. Reversing the situation the two accession producted the minor content of
wedelolactone in leafs and capitulas with average of 0.6510 mg/g dry weight, while others six
accessions detected 4.6906 mg/g of dry weigth. In capitula the average were of 0.3282 mg/g
dry weight in accessons AFR and CEM and 2.3959 in the others. The differentiated
morphometric, biochemichal and phytopharmaceutical characteres between the accessions
enabled the establishement of two taxonomic varieties. Using three genotypes
appropriatement characterized through system esterase studied the interaction between
genotypes and environment and the phenotypic plasticity characteres morphometric and of

chemical substance, directing the knowledge of the factor environmental and genetics that



influence in the production of this species as medicinal plant. The three genotypes were
grown in four environments, constituted by combination of two treatments fertilizer (without
fertilization, with organic fertilization- eartworm humus) and were utilized two environments
(in greenhouse, with 30% of shading and absolute sun, in environment). In the interaction
between genotypes and environment was possible to elect the genotypes C how the most
productive of demethylwedelolactone in root and the genotype A how the most productive of
wedelolactone in the aerial part, and both need to be cultivated in substrate without eartworn
humus and absolute sun. The study of phenotypic plasticity the morphometric characteres
which related with the biomass production showed the greastest values of plasticity in the
three genotypes, while in phytochemical characteres were less influencied by environment

showing (presented) minores values of plasticity.



INTRODUCAO GERAL

Atualmente, buscam-se nas espécies vegetais novas fontes de medicamentos naturais,
para atender as necessidades do bem-estar da populacéo. Nessa busca desperta-se o interesse
por pesquisas em plantas medicinais. Ao colhermos uma planta medicinal devemos estar
cientes de que fatores de ordem genética, ambiental e técnica influenciam na sintese de
principios ativos, podendo ocorrer variacdes tanto na qualidade como na quantidade dos
complexos quimicos. Dentro desse tema, foi realizado esta pesgquisa com Eclipta alba (L.)
Hassk, visando conhecer a variabilidade genética, utilizando-se de isoenzimas, e a
variabilidade quimica, quantificando-se  dois coumestamos, wedelolactona e
demetilwedelolactona, com propriedades anti-ofidica, anti-inflamatdria, imunoestimulante e
hepatoprotetora comprovadas.

Também estudou-se o efeito ambiental na producéo dos dois fitofarmacos através do
estudo de interagdo gendtipo x ambiente e plasticidade fenotipica de Eclipta alba (H.) Hassk.
Trés gendtipos que foram multiplicados assexuadamente e cultivados em quatro ambientes,
constituidos pela combinacdo de dois niveis de adubacdo (solo e solo mais humus de

minhoca) e duas condic¢des de ambiente (casa de vegetacdo com sombrite 30% e a pleno sol).



CAPITULO 1

CARACTERIZACAO ISOENZIMATICA, DIVERSIDADE GENETICA E
QUIMICA DE OITO ACESSOS DE Eclipta alba (L.) HASSK

1. INTRODUCAO

A planta de Eclipta alba (L.) Hassk é herbacea invasora sob o ponto de vista
agrondmico, porém medicina sob o ponto de vista fitoterapéutico. Popularmente, é
conhecida como erva-botdo, hoje presente nos cinco continentes e, amplamente,
dispersa em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo. Ha séculos é utilizada
na medicina tradicional indiana e chinesa, para a cura de varias doengas. Os jesuitas
aprenderam a usa-la, com os indigenas brasileiros, contra males do figado, problemas
de pele e, preventivamente, contra picadas de cobra. A partir de 1980, os trabalhos
cientificos com Eclipta alba (L.) Hassk intensificaram-se e muitos principios ativos da
planta, isolados confirmaram varias propriedades medicinais.

Em espécies com versatilidade ambiental, como Eclipta alba (L.) Hassk, a
variabilidade genética é de suma importancia no processo de adaptacdo e
sobrevivéncia, enquanto, sob o ponto de vista evolucionario, a presenca de isoenzimas
indica a existéncia de variabilidade genética quanto a capacidade adaptativa.

S&0 objetivos deste trabal ho:

1) identificar e caracterizar a variabilidade isoenzimética e fitoquimica de oito

acessos,



2) estimar a divergéncia genética entre os individuos, por meio de padrbes
isoenzimaticos, formar grupos de padrdes similares e relacion&los com aspectos

fitoquimicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histérico

A arte de cura pelas plantas € muito antiga. Os povos de épocas mais distantes
tinham vastos conhecimentos sobre as ervas medicinals, cultivavam muitas delas e se
orgulhavam desse conhecimento, passando-o de geracdo a geragdo. Com 0 surgimento
dos grandes laboratérios de quimica, colocando os constituintes da planta puros a
disposicdo do publico e, mais tarde, sintetizando-os, houve abandono da medicina
vegetal, fato este que n&o ocorreu no Japdo, China e india.

O dto custo dos medicamentos alopaticos, associado ao rico potencial
medicinal da flora brasileira, fez com que as plantas medicinais passassem a ser
cogitadas, novamente, como recurso terapéutico viavel. A Organizacdo Mundia de
Salde, durante a 31° assembléia, recomendou aos paises membros que
desenvolvessem pesquisas visando a utilizacdo da flora naciona com proposito
terapéutico. Atendendo a esse apelo, 0 Ministério da Salde do Brasil implementou as
Diretrizes e Prioridades de Investigacdo em Salde (Portaria no 212, de 11/09/81), que
incluem o estudo de plantas medicinais. Em 1988, a Comissdo Interministerial de
Planegjamento e Coordenacéo (CIPLAN) implantou a fitoterapia nos servigos de salde
publica, como prética oficial da medicina (SCHEFFER, 1991).

Ha correlagéo entre o uso de plantas na medicina tradicional e as drogas delas
obtidas posteriormente. Existem, em todo o mundo, 119 substéncias quimicas

derivadas de plantas que podem ser consideradas como drogas de uso importante.



Destas, 74% foram descobertas a partir de estudos quimicos, fundamentados no uso da
ervaem medicinatradicional (FARNSWORTH et al., 1985).

Houve exploragéo e exportagdo de plantas medicinais brasileiras, em épocas
mais remotas, sendo que poucas foram cultivadas no Brasil, mesmo em pequena
escala. Algumas estdo sob ameaca de desaparecimento, como o jaborandi, 0 pau-rosa
e, por esta razéo, no ano de 2000 foi proibida a exportacéo da ipeca. Varias plantas
tém seus principios ativos patenteados por estrangeiros, como O ipéroxo e a
espinheira- santa que estéo hoje sob dominio dos japoneses.

No Brasil, segmentos do governo (universidades, hospitais publicos, centros de
pesquisa) e de iniciativa privada estdo atentos a potencialidade dos recursos vegetais
como fonte de produtos da industria farmacéutica.

ARRUDA (1992), em levantamento bibliogréfico sobre plantas medicinais
usadas contra picada de cobras, enumera 82 especies, sendo que poucas tém seu efeito
antiofidico comprovado. Eclipta alba, hoje estudada na UFRJ, tem atividade
antiofidica, reduzindo a agdo miotoxica. Os acidentes com serpentes peconhentas, no
Brasil, so responsaveis por mais de 20.000 ocorréncias e 100 6bitos por ano (JORGE
e RIBEIRO, 1990). No Brasil, o soro antiofidico usado contra 0 envenenamento por
cobras é produzido no Instituto Butantd desde 1899. No entanto, este processo € caro,
demorado, cruel, complexo e, além disso, ocorre distante daguela regido onde se
encontram as cobras e 0s provaveis usuarios. Na obtencéo do atual soro antiofidico, é
preciso inocular pequenas e periddicas doses de veneno de cobra em cavalos, que
desenvolverdo imunidade. Esses animais tém sua vida média reduzida a 4 anos e 20%
deles podem morrer envenenados.

Paralelamente ao tratamento com o soro antiofidico produzido pelo Instituto
Butantd, em S&o Paulo, ao longo do tempo esta o uso das plantas. As referéncias de
plantas usadas contra picada de cobra caracterizam-se pelo empirismo e poucos
pesquisadores creém na possibilidade de algum extrato vegetal ser antiofidico,

inclusive nos rebanhos, apesar da longa tradicéo popular.



2.2. A planta Eclipta alba (L .) Hassk.

Eclipta do grego “ekleipein’ significa faltar, ser deficiente (o capitulo floral
apresenta os floscul os centrais de cor verde-escuro, e as periféricas brancas, tendo isso
servido, de comparacdo com o disco solar, quando eclipsado pela lua). Ja alba é
adjetivo latino, que significa alva: pela coloragéo das flores.

Segundo os autores PIO CORREA (1969), KISMAN e GROTH (1995) e
LORENZI (2000), € conhecida pelos seguintes nomes populares. (1) erva-botéo, (2)
agrido-do-brgjo, (3) pimenta-d’agua, (4) suricuina, (5) tangaraca, (6) ervanaco, (7)
cravo-bravo, (8) ervalanceta, (9) lanceta, (10) sucurima, (11) quebra-pedra, (12)
coacica e (13) coatia.

2.2.1. Sinonimia

PIO CORREA (1969) cita, como sinonimia, os nomes cientificos. (1)Eclipta
erecta L., (2) Cotula alba L., (3) C. prostata L., (4) Eclipta alba (L.) Hassk, (5) E.
brachypoda Michx., (5) E. longifolia DC., (7) E. parviflora DC., (8) E. procumbens
Michs., (9) E. prostata L., (10) E. thermalis DC., (10) E. zippeliana DC., (11)
Micrelium asteroides Forsk., (12) M. tolak Forsk., (13) Verbesina alba L., (14) V.
conyzoides Trew., (15) V. prostata L. KISMAN e GROTH (1995) aceitam, como
sindmino as denominagdes 1, 3, 4, 13 e 15; enquanto, LORENZI (2000), aceita 1, 4, 9,
13 e 14, além de alguns sinbnimos como: Eclipta punctata Jacq., E. marginata Boiss,
E. thermalis Bunge, Galinsonga oblonga DC, Polygyne inconspicua Phil., Wedelia
psammophyla Poep., Wiborgia oblongifolia Hook.

Pelas regras de nomenclatura atuais, que reconhecem como legitimo o primeiro
nome (desde que atenda a certos critérios), esta planta seria Eclipta prostata (L) L.,
nome que |he foi dado em 1771, e ndo Eclipta alba (L.) Hassk., dado em 1848.
Entretanto, o “International Code of Botanic Nomenclature’, Utrecht 1972, manteve o
nome Eclipta alba (KISMAN e GROTH, 1995).



2.2.2. Origem e citogenética

Segundo KISMAN e GROTH (1995), a planta € origindria da Asia, estando
presente nos cinco continentes e, amplamente, dispersada pelas regides tropicais e
subtropicais. No Brasil, pode ser encontrada em quase todo o territorio, excetuando-se
as regides com invernos rigorosos, sendo muito frequente nas areas Umidas do Norte e
Nordeste.

Pertence a familia das Asteraceae, tribo Heliantheae. Conforme TRIVEDI e
RAJESH (1984) 0 nimero de cromossomos, nesta espécie, € 2n = 22, ndo tendo sido

encontrados polipl6ides.

2.2.3. Descricdo

Segundo KISMAN e GROTH (1995), Eclipta alba (L.) Hassk € anua ou
perene, dependendo das condicdes ambientais. Reproduz-se por semente, e tem
crescimento muito rapido, podendo florescer com 4 — 6 semanas, frutificar entre 100 e
120 dias apds a emergéncia. Nas sementes, geramente, ndo ha dorméncia inicial.
Prefere o clima gquente e umido; apés a fase juvenil, cresce bem em areas
permanentemente inundadas, com lamina de &gua de pequena profundidade. As
plantas jovens, todavia, ndo suportam esta condicdo. Eclipta alba (L.) Hassk tolera
condicdes de temperatura mais amena e solos mais secos, suportando, inclusive solos
salinos. Em areas salinas sendo as outras condigbes adequadas, a planta tende a
dominar o terreno. E ereta, subereta ou prostrada, raramente ultrapassando 60 cm de
altura (Figura 1). O habito de crescimento modifica-se conforme o ambiente, ou segja,
solo inundado ou solo seco. O caule é sublenhoso na base e levemente carnoso nas
por¢des mais novas, intensamente ramificado desde a base, os ramos em contato com
0 solo umido tendem a ser radicantes a partir dos nos. Os ramos sdo cilindricos, ocos,
de superficie levemente aspera e coloracdo verde ou avermelhada; quando cortados ou

quebrados, desenvolvem coloragéo azulada na superficie.



Figura 1 — Eclipta alba (L.) Hassk . (A) crescendo junto a uma lamina de agua sobre
cimento do calcamento. (B) em detalhe.

O sistema radicular € do tipo pivotante, 0 enraizamento adventicio ocorre a
partir de nds em contato com o solo Umido. As folhas sdo simples, opostas, sésseis na
parte superior da planta, com a base abracando o caule ou ramo; na parte inferior da
plantas, as folhas podem ser curto-pecioladas. Limbo oblongo-lanceolado, com até 12
cm de comprimento por 2,5 cm de largura, de base cuneada e apice agudo,
apresentando, frequentemente, um desvio lateral; margens inteiras ou denticuladas.
Coloracéo verde-escuro na face ventral e pouco mais clara na dorsa. Pelos brandos,
curtos, rigidos, de base entumescida e §pice agudo, ocorrendo em ambas as faces, com
maior intensidade na face dorsal. Os pelos ddo certa aspereza as folhas e séo melhor
observados com lupa (10x).

A inflorescéncia é constituida de capitulos isolados, ou pareados, sobre
pedunculo de 0,5-7,0 cm de comprimento, entumescido na extremidade superior. As
flores formam os capitulos subglobosos com 0,5-1,0 cm de diametro. Invélucro
campanulado, passando a plano, formado por duas séries de 5-6 filarias ovaladas e de
apice agudo, com pilosidade esbranquicada. Numerosos flosculos brancos, com cerca
de 3mm de comprimento. Flésculos periféricos femininos, de corola ligulada, com

ovéario branco, hispido, de 1 mm de comprimento. Flosculos centrais em nimero de



30-40, hermafroditos, com corola tubulosa e ovario um pouco maior; androceu com 4
estames de anteras pardas, com apéndices basai s agucados.

Os aguénios sdo obovoide-comprimidos, as vezes levemente curvados, em
secdo transversal triangulados, com 2,1-2,2 a 2,8 mm de comprimento por 0,7-1,0 a
1,2 mm de largura; uma face mais larga do que as outras duas; base de truncada a
subarredondada e mais atenuada. Um angulo arredondado e os outros dois agudos;
apice plano ou, ligeiramente, convexo ou cbncavo, com papilho reduzido a 2-3
peguenas projecdes, de formas e tamanhos diferentes, circundado por alguns diminutos
pelos brancos, caidicos; superficie do pericarpo fosca, densamente rugosa-tubercul ada,
de coloracéo castanha a castanho-escuro, com projecdes sempre mais claras.

E invasora muito frequente em solos Gmidos, infestando lavouras de arroz de
varzea, pastagens, culturas perenes e beira de estradas. Tem grande capacidade de
adaptacio a vérios tipos de solo, inclusive salinos. E hospedeiro aternativo do
nemat6ide Meloidogyne incognita (LORENZI, 2000). No Brasil, é importante invasora
em cultura de cebola, nas regides Norte e Nordeste, na regido do Vale do Rio Séo
Francisco (KISMANN e GROTH, 1995).

2.3. Fitoterapia

Na medicina indiana tradicional € usada no tratamento de leucoderma, cegueira
noturna e ictericia catarral, como emético, purgativa e antisséptica. O banho de vapor
com suas folhas é excelente no tratamento e cura de hemorroidas. E utilizada para
escurecer e promover o brilho dos cabelos. O suco de suas folhas, juntamente com o
mel, previne o inicio da senilidade (PATNAIK, 1993).

Na india, Suriname e Filipinas, a planta inteira & usada, externamente, no caso
de edemas de ouvidos do gado, feridas, pisaduras e chagas das costas de animais e nas
doencas da pele e como anti-hemorragico humano. Durante a guerra do Vieting, foi
utilizada como antisséptico e homeostético humano (LANS, 2000).

Os jesuitas, na época do descobrimento do Brasil, conheceram a planta usada
pelo indios, seus principios ativos antiofidicos foram mais tarde, isolados e estudados

por japoneses. Os mateiros usam-na preventivamente, tomando seu infuso antes de se



embrenharem nas matas a fim de se protegerem no caso de picadas de cobras
venenosas.

MELO et al. (1994) constataram atividade antimiotoxica e anti-hemorragica em
extratos e constituintes de Eclipta prostata. Wedelolactona € o flavonoide presente em
Eclipta alba, com atividade antiofidica em pequenos animais de laboratério que
previamente tratados com esta planta suportaram até 3 vezes a dose letal de veneno de
cascavel ou jararaca, desenvolvendo imunidade ao veneno apls experimentacdo
(MORS et al., 1994). Esses efeitos foram interpretados, por MATOS (1994) como
consequéncia da atividade antiproteolitica e antifosfolipase A, da planta. Esse autor,
confirmou, também, sua atividade hepatoprotetora, regeneradora da célula hepética e
imunoestimulante. MARTINS et al. (1995) reportam que wedelolactona estimula a
sintese de interferon in vitro, que neutraliza o veneno de jararaca e tem utilidade no
tratamento de pacientes com queda nas defesas organicas.

RANGEL et al. (1993) constataram atividade analgésica e antiinflamatoria nos
extratos hidroalcodlicos de E. alba, enquanto LEAL et al. (2000) atribuiram esses
efeitos as cumarinas, flavondides e taninos presentes nestes extratos, observando,
tambeém, atividades broncodilatadora e antinoceptiva dos mesmos.

O efeito hepatoprotetor de Eclipta alba foi comprovado, em estudos de
hepatotoxidade induzida por tetracloreto de carbono (CCl,) em ratos. Esse trabalho
mostrou que os extratos de Eclipta alba regulam os nivels da enzima microssomal,
hepética que metaboliza a droga (SAXENA et al., 1993); os extratos etandlicos de
folhas e calos também demonstraram atividade hepatoproterora (ZAFER e SAGAR,
2000).

Segundo LANS et al. (2000), ampla diversidade de constituintes quimicos
importantes € encontrada em Eclipta alba, tais como: resinas, peptidios contendo
enxofre, coumestanos incluindo demetilwedelolactona e seu glicosideo aém de
wedelolactona. Ha também triterpendides (alguns com atividade inseticida), e os
flavondides apigenina e luteolina. Alguns compostos antivirais sdo: tiofenos, afa
tertienilmetanol, beta-amirina, fendis, taninos, polipeptideos, esterdides e aguns

compostos hicotinicos inseticidas.



A wedelolactona de Eclipta alba (L.) Hassk tem propriedade antiinflamatoria
(WAGNER, 1993). O triterpeno glicosilado (ecliptasaponina C), o daucosterol e o
estigmasterol-3-O-glicosideo foram isolados de Eclipta alba (ZHANG e CHEN,
1996), sendo que daucosterol mostrou atividade antitumor (KAY', 1996).

Os poliacetilenos encontrados em Eclipta alba mostraram forte toxidade contra
Candida albicans, insetos e larvas (OLIVER-BEVER, 1986), aém de propriedades
antiinflamatorias desgaveis (WAGNER, 1993).

PERRUCCI et al. (1995) relataram que 0os monoterpenos com grupo funcional
livre de dcool, ou fenol, tém boa atividade acaricida, sendo usados em veterinaria
contra sarna de cachorro.

BORTHAKUR et al.(2000) relatam que as raizes tém propriedades
antissépticas e purgativas, sendo aplicadas, externamente como antisséptico de Ulceras
e feridas no gado. O extrato dos brotos tém propriedades contra Staphylococcus aureus

e Escherichia coli.

2.4. | soenzimas

2.4.1. Aspectos gerais e inter pretacdo de zimogramas

Isoenzimas séo definidas como multiplas formas moleculares da enzima, com
especificidade similar, ou idéntica por algum substrato, ocorrendo no mesmo
organismo (MARKET e MOLLER, 1959; GOTTLIEB, 1971).

As isoenzimas podem ser originadas de diversos sitios génicos, ou de alteragdes
pOs-transcripcionais, modificando sua estrutura original, ou por duplicagéo do gene ou
do nimero de cromossomos, com mutagdes subseqgiientes nos locos. Dessa maneira, é
obtido mais de um gene que contribui na formagao dessas enzimas, que, COMo outras,
podem ser compostas por uma ou mais subunidades de um polipeptidio
(SCANDALIQOS, 1975). As modificagbes causadas pela mutacdo na sequiéncia de
nucleotidios de genes estruturais poderdo ter modificagOes nas cargas finais dos
polipeptidios constituintes dessas enzimas. Consequentemente, durante a eletroforese,

guando ocorre a migragdo dessas moléculas protéicas em meio-suporte pelo uso de
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tampdes adequados, a separacdo das isoenzimas pode ser processada por sua carga
elétrica, tamanho e forma. Tais moléculas enziméticas, na presenca de substratos ou de
corantes especificos, formam complexos insolUveis, permitindo a visualizagdo de
bandas coloridas nos locais correspondentes as suas posi¢cdes de migracéo. As bandas
gue aparecem na andlise el etroforética da mesma enzima, sdo denominadas isoenzimas
(GOTTLIEB, 1971; SCANDALIQOS, 1975).

Sob o ponto de vista evoluciondrio, a existéncia de isoenzimas visaria
incrementar a versatilidade bioquimica do organismo e protegé-lo contra perda de
fungbes, ocasionadas por mutacdo ou por estresse ambiental, implicando,
necessariamente, em variagdo fenotipica (SHANNON, 1968). A deteccdo das
isoenzimas envolve, basicamente, trés passos. a extracdo de proteinas do tecido
vegetal, a separacdo dessas proteinas por meio de eletroforese e a coloracdo
histoguimica do gel, o que permite a visualizagdo do produto da reacdo enzimética na
forma de “banda’ no gel (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). A variabilidade
dos padrdes isoenziméticos de cada populacdo, € geramente, atribuida a segregacéo
genética e designada polimorfismo. Segundo ALFENAS et al. (1991), as enzimas
constituem importante fonte de marcadores genéticos, com as seguintes vantagens. @)
permitem quantificar a variabilidade em nivel mais proximo do DNA, por serem
produtos diretos da acdo génica, sendo pouco influenciadas pelo ambiente celular onde
se situam; b) ha controle genético do polimorfismo isoenzimatico, que parece ser
monogéncio e cuja interacdo intra-alélica é do tipo codominante, possibilitando a
identificacdo de heterozigotos; ) é possivel analisar de varios locos, simultaneamente;
e d) o méodo de andlise é nédo-destrutivo e pouquissimas quantidades de tecidos sao
suficientes para amostragem. De acordo com WEEDEN e ROBINSON (1986), a
principal vantagem da eletroforese é das isoenzimas, em geral estarem livres de efeitos
epistéticos, aém de ndo influenciarem de forma marcante a adaptabilidade, o que
permite que se mantenham estaveis na popul aco.

As isoenzimas podem ser encontradas dentro do mesmo compartimento
subcelular, ou ndo e podem ser produzidas em diferentes estadios de desenvolvimento

dos organismos. Em plantas, o nimero de isoenzimas reflete, freqientemente, o
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numero de compartimentos subscelulares, nos quais ha necessidade da mesma reagéo
catalitica (GOTTILIEB, 1982).

As isoenzimas séo controladas geneticamente por um ou Varios genes, situados
no mesmo loco ou em locos diferentes (SCANDALIOS, 1969). Quando representam a
expressao fenotipica de alelos situados no mesmo loco, sdo denominadas alozimas
(CONKLE et al., 1982).

Para um determinado loco, o nimero de bandas observadas no gel depende de
seu estado aélico, homozigotico, ou heterozigético e da estrutura quaternaria da
isoenzima codificada. Um loco homozigaético € representado por, somente, uma banda
de migragdo especifica, correspondente ao unico tipo de aoenzima codificada. Os
gendtipos heterozigoticos sdo respresentados por numero variavel de bandas, de
acordo com o numero de polipeptideos que formam a enzima ativa (Quadro ). Assim,
para uma enzima monomérica sd0 Vistas duas bandas correspondentes as duas
aloenzimas mondmeras codificadas (A e B). Para uma enzima dimérica, trés bandas,
sendo duas correspondentes aos homodimeros (AA e BB) e uma intermediaria, o
heterodimero (AB), composto por dois polipeptideos distintos (A e B) especificados
por cada alelo parental (a e b). Quando a enzima tem estrutura tetramérica, o
heterozigoto apresenta cinco bandas, dois homotetrameros (AAAA e BBBB) e trés
heterotetrameros (AAAB, AABB, ABBB) diferentes.

Quadro 1- Zimogramas de genétipos homozigoticos, o heterozigético e segregacéo F,
para um loco codificando as enzimas mondmera, dimera e tetrémera

Gendtipos Segregacao

Genitores Hibrido 1 : 2 1

Enzima aa bb ab aa ab bb
Mondmera YaA YaA Ya Y

¥B ¥B Y Y
Dimera YaAA YaAA Ya Y
% AB Y4

¥, BB %, BB Y4 Y4
Tetramera Y AAAA Y2 AAAA Y Ya
Y% AAAB Y4
% AABB Y4
¥, ABBB Y

¥,BBBB ¥, BBBB Ya Ya
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A complexidade dos zimogramas aumenta, consideravel mente, com a expressao

de mais de um loco e com as possivels interacOes entre eles. Em determinadas

situacOes, a interpretacéo dos fendtipos é facilitada pela a andlise dos zimogramas de

gréos de polen, hapldides, comparados agqueles dos tecidos sométicos diploides
(WEEDEN e GOTTLIEB, 1979). De qualquer forma a andlise genética dos fendtipos

eletroforétricos em progénies especificas € que caracterizalocos e a el os.

Certas situagcOes excepcionais podem, entretanto, complicar a interpretacéo dos

zimogramas (Quadro 2) tais como:

o

b-

Bandas heterodimeras que ndo migram, exatamente, na regido mediana entre as
bandas homodimeras (GOODMAN e STUBER, 1983);

Bandas adicionais que resultam do armazenamento, da preparacdo das amosiras,
ou mesmo do processo da eletroforese (STAUB et al., 1985);

Bandas multiplas oriundas de modificagbes poés-traducdo das enzimas,
frequentemente denominadas sombras ou bandas fantasmas. Essas bandas
multiplas e de migracdo concomitante podem comportar-se geneticamente, como
alelos ssimples (RICK e FOBES, 1976; KAHLER, 1983; HARRY, 1986). N&o se
sabe, exatamente, se essas aloenzimas com padréo de bandas multiplas séo
produzidas por modificacbes poéstraducdo in vivo ou por mudancas
conformacionais in vitro;

Presenca de alelos nulos, assim denominados porque ou ndo S&0 transcritos ou
codificam para polipeptideos defeituosos, que resultam em auséncia de atividade
enzimética, dterando, assm, o nimero de bandas normamente observadas nos
genatipos heterozigotos (WENDEL e WEENDEN, 1989).
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Quadro 2- Zimogramas de locos isoenzaméticos que apresentam heterodimeros
atipicos, bandas multiplas e alelos nulos

Gendtipos Segregacdo F
Genitores Hibrido 1 2 1
Enzima aa bb ab aa ab bb
Heterodimero A A A A
atipico A Yy
Y Ya Ya ¥
Bandas Y Y Y Ya
mltiplas Ya Ya Ya Ya
(mondmero) Yy Y, Y Ya
Y Ya Ya ¥
Alelo nulo 3, 3 3, 3

2.4.2. Eletrofor ese de isoenzimas e importancia como mar cador es genéticos

Existem véarios métodos bioguimicos, que determinam a presenca de
isoenzimas. Entretanto, a eletroforese € o0 método que tem merecido mais atencéo
(SHANNON, 1968; PIERCE e BREWBAKER, 1973; BROWN, 1978).

A eletroforese consiste no movimento de particulas eletricamente carregadas
em diferentes meios-suporte, ou solugdo com gradiente de densidade, de acordo com
cargas elétricas, formas e pesos moleculares, sob a influéncia de um campo elétrico
(BREWER e SING, 1970). Como meios-suporte, sdo utilizados papel de filtro, silica
gel, membranas de acetato de celulose, gel de agarose, amido, poliacrilamida, dentre
outros. Os meios-suporte devem ser quimica e fisicamente inertes de modo a néo
interferir na mobilidade das moléculas (SARGENT e GEORGE, 1975). O método
baseia-se na aplicacdo da diferenca de potencial elétrico nas extremidades do gel,
possibilitando 0 movimento das moléculas da amostra. As moléculas carregadas
positivamente direcionam-se a0 catodo, enquanto as moléculas carregadas

negativamente direcionam-se ao anodo. Assim, cada isoenzima assumira determinada
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posicdo no gel, formando as bandas. O conjunto de bandas reveladas é denominado
zimograma (PIERCE e BREWBAKER, 1973; ALFENAS et al, 1991).

As técnicas isoenzimaticas auxiliam na identificagdo quimiotaxonémica de
especies, principalmente medicinais (PEIRCE e BREWBAKER, 1973). Os padres
isoenzimaticos tém sido, amplamente, utilizados na caracterizacdo e identificagdo de
acessos, genotipos, variedades e tipos, em espécies cultivadas ou silvestres, isto € em
avaliacdo da diversidade genética. SMITH (1972), utilizando padrdes eletroforéticos
de peroxidase e esterase em folha de Digitaria sp., caracterizou sete mil acessos e
concluiu que este método pode ser Util naidentificacdo de linhagens desta espécie.

As isoenzimas sdo importantes marcadores bioquimicos, muito utilizadas na
andlise de variabilidade genética e muitas vezes, sG0 mais utilizadas do que os
marcadores morfoldgicos, por serem menos influenciadas pelo ambiente (MILACH,
1998).

Na correta interpretacéo dos padrdes de bandas isoenziméticas, € necessario ter
conhecimento prévio sobre o nimero de subunidades da enzima. Por exemplo, no
padrdo de bandas do individuo heterozigoto das enzimas diméricas, além das duas
bandas correspondentes aos dois peptideos, ha a terceira banda intermediéria resultante
da conjugacdo dos dois peptideos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). Com esta
técnica, é possivel detectar se ha, ou ndo, variabilidade em cada loco, pela simples
anadlise do padréo de bandas. Assim, se uma banda aparece na mesma posi¢ao no gel,
todos os individuos examinados pode-se supor que o gene que codifica esta enzima
ndo variou. Por outro lado, € possivel detectar a proporcéo de todos os locos variantes
(polimorfismo), na amostra estudada (GOTTLIEB, 1971).

Apesar das técnicas moleculares (andlise de DNA) revelarem grande
polimorfismo, as isoenzimas oferecem vantagens na obtencdo de estimativas de
variabilidade genética, sendo mais indicada nos estudos sobre sistemas de cruzamento,
e estrutura de populagdes (PARKER et al.,, 1998). O uso de isoenzimas €,
particularmente, interessante na abordagem inicial de parémetros genéticos
populacionais, em espécies pouco estudadas (ROBINSON, 1998), como € o caso da

maioria das plantas medicinais.
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O polimorfismo isoenzimético também tem sido utilizado em estudos
taxondmicos e filogenéticos, tais como: caracterizacdo de germoplasma (ALFENAS et
al. 1998; PERECIN e KAGEYAMA, 2002); determinagdo do modo de reproducéo de
espécie (BALLVE, 1992; MELLO, 1991; SOUZA, 2000); determinacdo da validade
de cruzamentos controlados (LOPES, 1999); identificacdo de lotes de sementes,
identificacdo de racas de fitopatogenos, obtencdo da estimativa do nivel de autogamia;
anadlise de divergéncia genética, dentre outros fins (PIERCE e BREWBAKER, 1973;
DEGANI e GAZIT, 1984; GOLDRING et al., 1987; ALFENAS et al., 1991).

A utilizacdo de isoenzimas como marcadores genéticos tem, ainda, gerado
informagdes, que permitem determinar metodos mais eficientes de melhoramento,
orientando 0 mango e a conservagdo de recursos geneticos (PEIRCE e
BREWBAKER, 1973; SOUZA, 2000).

2.4.3. Utilizagdo de isoenzimas em plantas medicinais

As técnicas isoenzimaticas tém sido utilizadas ems estudos sobre a diversidade
genética de plantas medicinais, auxiliando a identificac&o e caracterizagcdo de acessos,
de gendtipos, de variedades e tipos. A partir de analises isoenzimaticas de duas
populagbes de Ocimum nidicaule, realizadas por ALMEIDA e FIGUEIREDO-
RIBEIRO (1986), foi possivel ainclusdo de duas variedades botanicas.

AMARAL e CASALI (2000), utilizando os resultados do polimorfismo das
enzimas fosfatase acida (ACP), esterase (EST), glutamato oxaloacetato transaminase
(GOT), peroxidase (PO) e chiquimato desidrogenase (SKDH), em duas popul acdes de
alfavaca (Ocimum selloi), detectaram variabilidade entre e dentro das duas popul agoes.
A separacdo dessas populacdes, foi possivel empregando-se a andlise conjunta desses
sistemas polimérficos.

Na andlise isoenzimética de sete acessos de Bidens pilosa, realizada por
OLIVEIRA e CASALI (1999), foram detectados variantes isoenzimaticos de ACP,
EST e PO. Nos acessos das altitudes extremas (5 e 1.160 m), houve variacbes mais
marcantes. A diferenca em nimero de bandas entre 0s acessos, coletados na menor e

maior atitude, foi detectada em ACP, revelando dez e oito bandas, respectivamente.
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Pelo grande nimero de bandas isoenzimaticas comuns a todos o0s acessos (27 das 35
bandas reveladas), a caracteristica provavelmente é favoravel a adaptacéo de B. pilosa
nas altitudes.

Na determinacdo da biologia da reproducéo em estévia (Sevia rebaudiana),
BALLVE (1992) obteve resultados confirmadores de reproducdo sexuada, nesta
especie. Trabalhos anteriores baseados em caracteristicas morfol6gicas da flor haviam
concluido ser esta espécie de reproducdo assexuada (apomitica). Entretanto, os
resultados contrarios obtidos com variantes de fosfatase acida (ACP), esterase (EST),
glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) e peroxidase (PO), além dos de leucina
aminopeptidase (LAP), fosfoglico isomerase (PGI) e fosfoglicomutase (PGM)
permitiram a deteccdo de variacdo isoenzimética entre, e dentro, de progénies
individuais, tratando-se de espécie algama.

A separagdo de quatro espécies do género Plantago foi redlizada, por
PRAMANIK e RAYCHAUDHURI (1997), utilizando o polimorfismo isoenzimético
de esterase (EST) e superdxido dismutase (SOD). Os autores observaram que apenas o
uso da EST ou do SOD serviriam a separacdo das espécies, por esta razdo,
consideraram estes como sendo importantes marcadores bioquimicos na determinagdo
de espécies do género Plantago. FUENTES-GRANADOS et al. (1998) utilizaram as
analises isoenziméticas, em estudo da heranca isoenzimética das progénies de cinco
populacbes de hissopo aniz (Agastache foeniculum) determinando a diversidade
genética entre, e dentro, das populacbes. SEVESTRE-RIGOUZZO et al. (1993)
utilizaram o polimorfismo isoenzimético na deteccdo de hibridos naturais entre
Catharanthus roseus e C. trichophyllus. LOPES (1997) observou o potencial das
isoenzimas, como marcadores genéticos no género Polygonum, uma vez que nos
sistemas isoenzimaticos utilizados havia elevado polimorfismo.

Em Spondias tuberosa Arr. Cam., espécie alimenticia e também medicinal,
SOUZA (2000) utilizou isoenzimas e classificou-a de fecundagdo cruzada
predominante sendo que a maior proporcéo de variabilidade dentro das popul acdes
indicou que na coleta de germoplasma visando ao melhoramento genético, deve-se
priorizar mais 0 nimero de plantas, por populacéo, do que o niUmero de populacbes. O

autor recomenda o método de selecéo visando ao melhoramento.
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OLIVEIRA (2001), trabalhando com 7 sistemas isoenziméticos, caracterizou e
estimou a distncia genética em 9 acessos de Bidens pilosa, bastante polimorficos
tanto entre quanto dentro, sendo que a variabilidade detectada permitiu separar os
individuos de todos os acessos em padrdes individuais. PERECIN e KAGEYAMA
(2002) observaram alta divergéncia genética, em populacdes naturais de espinheira-
santa Maytenus aquifolia Mart. e M. ilicifolia Mart. ex Reiss, sugerindo que se deve
previlegiar maior nimero de populacdes do que individuos dentro das populagdes, no

caso de conservagao das espécies em banco de germoplasma.

2.4.4. Variabilidade genética

As medidas mais usuais de verificacdo da variabilidade, utilizando isoenzimas,
baseia-se na amostra aleatoria de multiplos locos em populagdes n&o hierarquicamente
estruturadas. Diversos indices e coeficientes podem expressar medidas de
dissmilaridade genética, entre amostras de populacbes. Alguns se baseiam nas
freqUéncias alélicas estimadas de modo convencional, enquanto outros, de modo
arbitrério dostipos 1 (presenca) e O (auséncia) de alelo.

As medidas de dissimilaridade podem ser calculadas com base em locos
individuais, sendo a distancia final obtida a partir da média das distancias dos locos ou
usando-se a combinagdo de todos os locos, sem individualizagdo. A analise da
divergéncia genética tem sido utilizada pel os melhoristas de plantas na investigacéo da
proximidade das das espécies, da diversidade de origem geogréfica, da capacidade de
combinacéo e da heterose (ALFENAS et al., 1991). Como as isoenzimas seguem
padrbes mendelianos de segregacdo, € possivel estimar o grau de divergéncia entre
locos que codificam enzimas (GOTTLIEB, 1971).

No caso dos fendtipos nédo-interpretaveis (em niveis de locos e a€los), €
empregado o indice de similaridade de Jaccard, em razéo de ser este mais adequado a
dados do tipo presenca/auséncia de bandas isoenzimaticas (ALFENAS et al., 1991). A
anadlise direta dos indices de dissimilaridade é bastante trabalhosa, quando varios

gendtipos sdo estudados, de modo que poucas conclusdes praticas sao obtidas. Assim,

18



metodologias que simplifiquem essa gama de dados devem ser utilizadas e, neste
contexto, a analise de agrupamento atende tal necessidade.

A aplicagéo de técnicas de andlise de agrupamento permite dividir o grupo
original de observagbes em varios subgrupos homogéneos, a partir de alguma medida
de dissimilaridade (CRUZ, 1990; MORAIS, 1992). Dentre os métodos de
agrupamento, destaca-se 0 método de otimizagdo proposto por Tocher, que adota,
como critério manter a distancia média intragrupo sempre inferior a qualquer distancia
intergrupos, conforme descrito por CRUZ (1997).

Essas técnicas foram utilizadas em plantas medicinais, podendo-se citar o
trabalho desenvolvido por LOPES (1997), na estimacdo do grau de variabilidade
genética e caracterizacdo de subgrupos de individuos, em oito acessos de erva-de-

bicho (Polygonum punctatum Ell.).
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3. MATERIAL E METODOS

Foram caracterizados oito acessos de Eclipta alba, totalizando 40 plantas,
obtidas a partir de sementes oriundas dos municipios de Sacramento - MG e Vigosa -
MG (Quadro 3). O local de coleta variou de zona urbana a zona rural, bem como o
habitat da planta fornecedora das sementes. Como n&o havia disponibilidade estudos
sobre isoenzimas com Eclipta alba, tornou-se necessario adaptar a técnica de
eletroforese em gel de amido de maizena. Desta forma, os procedimentos foram
otimizados, sendo dada maior énfase a selecéo do tecido, tampdes do gel e eletrodos e
estadio ontogenético. Foi usado material vegetal proveniente de plantas do
experimento instalado em delineamento inteiramente casualizado, com 5 repeti¢oes.
Além das andlises isoenziméticas, quantificou-se wedelolactona nas folhas, usando-se
a metodologia de extracéo descrita no Capitulo 2 deste estudo. Nos estudos sobre o
melhor tecido, utilizaram-se 120 plantas e outras 45 na escolha estadio ontogenético

mai s adequado.
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Quadro 3 - Codigo do acesso, origem e habitat de coleta dos oito acessos de Eclipta

alba

Caodigo Origem elocal de coleta

Habitat

CEN Vicosa— MG (zona urbana)

Terreno baldio isolado, crescendo préximo ao
acesso CEM, (200 m)

JAN Vigosa— MG (zonarural

Sendo cultivado como planta medicinal

CV  Vigosa-MG- (Zonarural)

Ao lado de casa-de-vegetacdo, crescendo junto a

grama

SAC Sacramento MG- Zonaurbana

Terreno baldio, crescendo isolado.

AFR Vigosa—MG — (Zonarural)

Ao lado de granja de suinos, crescendo junto a

grama

HEN Vicosa—MG- (Zonarural)

Nos barrancos de tanque de psicultura

CEM Vicosa— MG- (Zona urbana)

Terreno baldio, crescendo proximo ao acesso

CEN, (200 m)

SIL  Vigosa— MG-Zona urbana

Crescendo junto a alambrado ao lado de grama

3.1. Sistemas isoenzimaticos e tampdes, 0r gaos e estadios ontogenéticos

Inicialmente, foi necessario adaptar a técnica de eletroforese em gel de amido a

Eclipta alba, uma vez que ndo havia disponibilidade de estudos sobre isoenzimas com

a espécie. Desta forma, os procedimentos foram otimizados, sendo dada maior énfase

a selecdo do tecido, ao estadio ontogenético e tampdes do gel e eletrodo. Foram

testados 0s seguintes sistemas i soenzimaticos.

Enzima

Alcool desidrogenase

Esterase

Fosfase &cida

Glutamato desidrogenase

Glutamato oxal oacetato desidrogenase
| socitrato desidrogenase

L eucina aminopeptidase

Malato desidrogenase

Fosfoglucose isomerase

Fosfoglumutase

Peroxidase

Chiguimato desidrogenase

abreviacao

ADH
EST
LAP
GDH
GOT
IDH
LAP
MDH
PGl
PGM
PO
SKDH

codigo
EC1111
EC3111
EC3331
EC14.13
EC26.1.1
EC 11142
EC34.11.1
EC 1.1.137
EC5.3.1.9
EC54.22
EC 11117
EC1.1.1.25
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A gqualidade da atividade (intensidade das bandas) e da resolucéo dos sistemas
isoenzimaticos (bandas e separacOes entre bandas nitidas e auséncia de borrdes ou
arraste) foram avaliadas, nas duas combinages tampéo-gel -el etrodo (Quadro 4).

Tecidos radiculares e foliares foram submetidos a eletroforese com o objetivo
de escolher 0 melhor 6rgéo, neste caso, utilizando-se 120 plantas. Na escolha do
melhor est&dio ontogenético, utilizou-se apenas o0 Orgéo ja eleito anteriormente,
utilizando outras 45 plantas, das quais colheu-se material com 1 més de idade (antes
do florescimento), 2 meses de idade (inicio do florescimento) e aos 3 meses de idade
(florescimento pleno). As amostras da primeira e segunda colheitas foram conservados
a-80 C e so foram utilizadas na corrida no mesmo gel, ao lado das amostras daterceira

colheita

3.2. Amostragem e prepar o das amostras

As amostras dos oito acessos constituiam-se de folhas jovens de plantas adultas
(2 meses de idade), que eram colocadas em papel -toalha e acondicionadas em caixa de
isopor com gelo picado visando a integridade. No laboratorio, as folhas foram
maceradas em almofariz de porcelana, previamente resfriado, para evitar a elevacéo da
temperatura e a consequente desnaturacao das enzimas.

A proporcio de tecido por volume de solugio extratora (APENDICE —Quadro
01) foi de aproximadamente 1:3,0. Utilizou-se a solugcdo extratora sugerida por
ALFENAS e al. (1991), aumentando-se a concentraggo do PVP
(polivinilpolipirrolidona) a 10% afim de remover compostos fendlicos (interferentes).
Apds atrituragdo com auxilio de pinga cirdrgica, o0 macerado foi adsorvido por tiras de
papel do tipo mata-borréo, nas dimensdes de 1,2 x 0,8 cm colocado sob gaze a fim de

evitar levar residuo do macerado. Astiras de papel foram armazenadas a-80 °C.

3.3. Preparo do gel

Empregou-se o sistema de eletroforese horizontal em gel de amido (ALFENAS

et al., 1991), utilizando-se amido nacional (maizena) na concentragéo de 11%.
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O gel foi preparado a partir da suspensdo de amido em solucéo-tampéo do gel, a
tempertura ambiente, em frasco Erlenmeyer com agitacdo constante. A solucdo-
tamp&o do gel variou de acordo com o sistema isoenzimatico (Quadro 2).

A suspensdo de amido foi levada ao forno microondas, onde permaneceu por 5
minutos sob agitacdo, apds cada fervura. Na combinagdo do tipo A agitou-se 2 vezes,
enquanto na combinacdo do tipo B agitou-se 3 vezes. Em seguida, o contetdo foi
vertido, cuidadosamente em formas de acrilico. O gel foi coberto com uma placa de
vidro para uniformizar a superficie e evitar 0 excesso de evaporagdo. Os géis,
preparados a tarde, foram conservados em geladeira até o dia seguinte, quando se

procedeu a eletroforese.

Quadro 4 - Combinactes tampéao-gel-el etrodo usadas nos sistemas isoziméticos

Tipo Ge Eletrodo Enzima Referéncia

A Tris0,015M NaOH 0,1M EST, GDH, PGl, SOLTISet al. (1983)
Ac.citrico 0,004M Acidobdrico0,3M  PGM, PO, LAP,
pH 7,8 pH 8,6 ACP, GOT

B Tris0,009 M Tris0,135M MDH SHAW e PRASAD
Acido citrico 0,0028 Acido citrico 0,043M SKDH (1970)
pH 7,0 Agua destilada 1L ADH

pH 7,0 IDH

3.4. Aplicacéo das amostras e eletroforese

Namanha seguinte ao preparo do gel, a placa de vidro foi removida, sendo que,
a cerca de 4,0 cm de uma das extremidades do gel, efetuou-se, com o auxilio de
bisturi, um corte perpendicular atingindo aface inferior do gel. A por¢éo menor do gel
foi afastada e, sequencialmente, ao longo da face maior do gel, com o auxilio de uma
pinca, as amostras adsorvidas nas tiras de papel foram aplicadas de modo a cobrir,

completamente, a espessurado gel.
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Em cada gel, foram utilizadas nove tiras, afastadas em aproximadamente 1,0
cm umas das outras. Papelotes de azul de bromofenol foram inseridos nas
extremidades, para visualizacdo da frente de migracdo. Em seguida, procedeu-se a
juncéo das partes cortadas e o0 suporte do gel foi apoiado sobre as cubas. A conecgéo
do gel as cubas dos eletrodos, contendo cada uma 100 mL do tampdo adequado ao
sistema, foi feita mediante uma ponte de pano do tipo perfex, dobrado umavez.

O aparelho foi ligado, sendo realizada uma pré-corrida, durante 30 minutos a
150 V, visando a liberacdo das enzimas contidas nas tiras. Apls esse tempo, O
aparelho foi desligado e as cubas desconectadas, sendo as tiras removidas com o
auxilio de uma pinga. Finalmente, as partes do gel foram reunidas, reconectando-se o
gel as cubas e 0 aparelho ligado, reiniciando a corrida eletroforética, agora com a

voltagem de 150 V, até que a frente de azul de bromofenol atingisse 9,0 cm.

3.5. Fatiamento, color acéo, fixacéo e secagem dos géis

Com o auxilio de guias de vidro de 2,0 mm de espessura, e de um fio de nailon
n° 20, procedeu-se ao corte horizontalmente do gel, em fatias de mesma espessura das
guias. As fatias foram, cuidadosamente, retiradas e colocadas distendidas em formas
do tipo pirex, onde foram imersas na solucdo corante especifica de cada enzima
(APENDICE - Quadros 2 a 13).

Apobs o periodo de incubagdo, a solucdo foi descartada e os géis lavados em
agua corrente, sendo, em seguida, feita a fixagdo em solucdo de glicerina a 10%, por
cerca de 12 horas, em refrigerador a aproximadamente 4°C. Apds a coloracdo e
fixagdo, a secagem do gel foi realizada em placa de vidro, apds este Ter sido envolvido
em papel celofane de celulose de madeira esticado. O conjunto gel-placa de vidro foi
mantido a temperatura ambiente na posicdo vertical, por aproximadamente 24 horas.
Apbs este tempo, secou-se 0 conjunto gel-placa de vidro em estufa a 37°C, por mais

algumas horas, sendo, posteriormente identificado.
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3.6. Leitura dos zimogramas e documentacao dos r esultados

Os géis foram colocados sobre diafanascopio, e as bandas reveladas foram
registradas. As bandas foram identificadas de acordo com a mobilidade relativa (MR),
sendo atribuido o valor 1,0 a banda de maior migracdo, a partir do ponto de aplicagao,
enquanto a a mobilidade relativa das demais bandas foi obtida, dividindo-se a distancia
percorrida pela referida banda pela distancia percorrida pela banda de maior migragao.

Posteriormente, foi feita a interpretacdo dos géis por regido de migragéo,
visando identificar o loco, ou locos envolvidos no controle das enzimas. Com 0
nimero e posi¢céo das bandas, por regido de migracéo (loco), procurou-se determinar
0 numero de locos e de alelos por loco na populagéo envolvidos no controle genético

da enzima na espécie.

3.7. Analise da diver géncia genética por padrdes de bandasisoenzimaticas

A andlise foi feita, utilizando-se distancias genéticas entre individuos, a partir
de dados isoenziméticos. Utilizou-se a andlise multivariada, estimando-se as medidas
do complemento do indice de similaridade de Jaccard e o procedimento de
agrupamento, obtido pelo método de otimizagdo de Tocher. O programa
computacional GENES (CRUZ, 1997) foi utilizado nessas andlises.

Andlises de variancia (ANOVA) foram aplicadas aos dados do conteldo
wedel olactona na folha e o teste de Scott-Knott utilizado na comparagéo de grupos de

médias entre 0s acessos, adotando-se o nivel de significancia de 5%.

25



4. RESULTADOSE DISCUSSAO
4.1. Analise | sopenzimatica

Os doze sistemas isoenzimaticos, inicialmente avaliados, foram agrupados em

trés grupos, guanto a atividade e resolucéo, quais sgjam:

Grupo a com boa resolucdo permitindo separar os acessos. PGl (fosfoglucose
isomerase), MDH (malato desidrogenase), EST (esterase), SKDH
(chiguimato desidrogenase) e PGM (fosfoglucomutase). Elegeu-se para os
estudos de redlizados nos capitulos 1 e 3 apenas os sistemas PGM
(fosfoglucomutase), PGl (fosfoglucose isomerase), MDH (maato
desidrogenase) e EST (esterase) com polimorfismo adequado as andlises
de divergéncia genética.

Grupo b- sem polimorfismo, ndo permitindo separar os acessos. LAP (leucina
aminopeptidase), PO (peroxidase) e IDH (isocitrato desidrogenase).

Grupo c- pouquissima, ou auséncia, de atividade GOT (glutamato oxaloacetato
transaminase), GDH (glutamato desidrogenase), ACP (fosfatase &cida) e

ADH (écool desidrogenase).

Os testes, visando a selecdo do tecido e estadio de desenvolvimento da planta,
mostraram que os tecidos foliares (Figura 2) sGo os mais indicados para andise

isoenzimética de Eclipta alba. Da mesma, forma o 2° estadio ontogenético permitiu
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formac&o de bandas nitidas, possibilitanto o estudo de divergéncia genética. Na Figura
3, observa-se que bandas de interesse ndo estavam presentes no 1° estadio, e aquelas
presentes no 2° estadio desapareceram no 3° estadio. O desaparecimento de bandas
tem sido relatado em outras espécies. Em soja, GORMAN e KIANG (1978)
observaram 0 desaparecimento das bandas de ADH, entre trés a quatro dias apos a
germinacdo. MARTINS-CORDER et al. (1998) observaram, em Eucaliptus globulus,
auséncia de locos das enzimas ACP, GOT, e afaEST aos 60 dias apés germinacdo
das plantas.

Na interpretacdo dos zimogramas, tomou-se como base 0 conhecimento prévio
sobre a estrutura quaternaria, 0 nimero de locos, alocalizacdo celular e a classificacéo
por grupo, (TORGLLER, 1995; ROBINSON, 1998) os quais estdo sumarizados no
Quadro 5.
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Figura 2- Diferengas entre os tecidos radiculares e foliares avaliados nos sistemas esterase
(EST) e chiguimatodesidrogenase (SKDH).
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Figura 3- Diferentes estadios ontogenéticos (1 = 1 més de idade, 2 = 2 meses de idade, 3 =3
meses de idade) avaliados nos sistemas esterase e fosfoglucoi somerase.

Quadro 5 - Informagdo sobre o nimero de locos, a localizacdo celular, a estrutura
quaternaria e a classificacdo das isoenzimas EST, MDH, PGI, PGM e

SKDH
Enzima N° delocos Localizagdo celular  Estruturaquaternaria  Grupo
EST 2-10 C/Mi Mo e Di I
MDH 3 CIMi/Mit Mo, Di e Tet I
PGI 2 C/F Di I
PGM 2 C/F Mo I
SKDH 1-2 C/PI Mo I

C=citosol, Mi = microcorpos, Mit = mitocéndrias, Pl = plastideos.
Mo = monomeérica, Di= dimérica, Tet = tetramérica.
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4.1.1. Fosfoglucomutase (PGM)

Na enzima fosfoglucomutase (PGM) houve boa resolucéo nos tecidos foliares e
resolugdo regular nas amostras radiculares. Nessa enzima foi detectada apenas
atividade anodal. Na Figura 4, observa-se a presenca de dois padrdes, revelando-se
duas bandas de mesma espessura e de intensidades diferentes entre os padroes.
Segundo BRUNE et al. (1998), a PGM é monomeérica e composta por apenas uma
subunidade. Foram detectados dois locos isoenziméticos, ou sgja, Pgml e Pgm2,
correspondendo aos homozigotos. Houve variacdo na intensidade de cor da banda, o
gue permitiu separar os acessos. O padréo A (banda de coloracéo de intensidade mais
clara) estéo os acessos CEM e AFR, enquanto no padrdo B (banda de coloracéo de
intensidade mais escura) estdo os acessos CEN, CV, JAN, SAC, HEN, SIL.

4.1.2. Chiquimato desidr ogenase (SK DH)

No sistema chiquimato desidrogenase (SKDH) houve atividade anddica no
tecido foliar, sendo detectada a presenca de apenas duas bandas, em apenas uma regiao
de atividade, demonstrando ser monomorfica. Esta caracteristica monomorfica da
SKDH pode ser adaptativa, por estar envolvida no metabolismo secundario (rota do
chiquimato) e na sintese de compostos de defesa da planta (TAIZ e ZEIGER, 1991).

ALFENAS et al. (1991) afirmam ser desconhecido o nimero de subunidades da
enzima chiquimato desidrogenase. As bandas com diferenca na intensidade de
coloracédo, altura e largura formaram os padrdes A e B, mas ndo permitiram separar 0s

acessos, pois, distribuem-se, aeatoriamente, entre os acessos (Figura 5).

4.1.3. Fosfoglucose isomerase (PGI)

Na enzima fosfoglucosisomerase, constatou-se dois locos (Figura 6). O loco
Pgil migrou mais no gel e houve polimorfismo, 0 que possibilitou separar com
seguranca os acessos. No loco Pgi2 observou-se menor migragcéo e a presenca de trés

bandas, que foi invariavel em todas as plantas caracterizadas.
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Figura 4- Representacdo esquematica com base na mobilidade relativa das bandas
(MR), dos fendtipos isoenzimaticos da enzima fosfoglucomutase (PGM),
observadas nas andlises eletroforéticas de amostras obtidas de folhas de
Eclipta alba (A). Imagem de um gel revelando a atividade da enzima PGM

apartir de amostras de folha de Eclipta alba (B).
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Figura5 - Representacdo esquematica, com base ha mobilidade relativa das bandas no
gel (MR), dos fendtipos isoenzimaticos da enzima SKDH, observada nas
andlises eletroforéticas de amostras obtidas de folhas de Eclipta alba (A).
Imagem de um gel revelando a atividade da enzima (B).
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Figura 6- Representacdo esquematica, com base na mobilidade relativa das bandas no
gel (MR), dos fendtipos isoenziméticos da enzima PGI, observada nas
analises eletroforéticas de amostras de folhas de Eclipta alba (A). Imagem
de um gel revelando a atividade da enzima PGI a partir de amostras
obtidas de folhas de Eclipta alba (B).
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De acordo com BRUNE et al. (1998) e ALFENAS et al. (1991), esta enzima e
composta de duas subunidades, sendo, assim, denominada dimérica, de modo que em
heterozigotos deve ter trés bandas, fato ndo encontrado neste trabalho em relacéo ao
loco Pgil. No padréo de banda A detectou-se uma banda estreita de cor intensa e de
mobilidade relativa igual a 1,0. O mesmo aspecto foi observado no padréo B, mas a
banda era muito larga e foi considerada como duas bandas sobrepostas na andlise de
divergéncia genética. JA no padrdo C, observaram-se duas bandas finas e nitidas no
loco Pgil, que foram consideradas 3 bandas, também com o objetivo de facilitar a
andlise de divergéncia genética. O polimorfismo deste loco permitiu separar 0s
acessos. padrédo A- CEN, JAN, SAC, SIL, CV, HEN; padrdo B- CEN; e padrdo C-
AFR e CEM. No Quadro 6, nota-se que o loco Pgil com trés padrfes isoenzimaticos
Separou 0S acessos, € 0 Unico acesso que mostrou variabilidade entre os individuos foi
o CEN.

Quadro 6 - Distribuicéo de oito acessos de Eclipta alba nos padrdes de bandeamento
da enzimafosfoglucoisomerase (PGI)

Bandas
Pgil Pgi2
Padréo 1 2 3 4 5 6 ACessos
A 1 0 0 1 1 1 CEN, CV, JAN, SAC, SIL,
HEN
B 1 1 0 1 1 1 CEN
C 1 1 1 1 1 1 CEM, AFR




4.1.4. Malato desidr ogenase (M DH)

Na enzima malato desidrogenase, houve formacéo de trés regides de migracéo
(Figura 7). Na regido |, correspondente ao loco Mdh 1 monomorfico, os fenotipos
isoziméaticos observados demonstraram a presenca de enzima monomérica, nao
demonstrando polimorfismo, apenas diferenca na intensidade de coloragcéo da banda o
que, de certaforma, facilitou a separacéo dos acessos.

Na regido 2, correspondente ao loco Mdh2 detecou-se dois padrdes, o que
permitiu facilmente separar os acessos (Quadro 7). Provavelmente é dimérica, mas
pelo fato de ndo detectar os dois homozigotos, tornou-se dificil concluir sobre o
comportamento da enzima. Esta dificuldade foi também encontrada por outros autores,
guanto a algumas regides de migragdo dessa enzima.

No loco Mdh3, houve formacdo de trés bandas com mobilidades relativas
diferentes, o que também favoreceu a formagdo dos padrdes isoenzimaticos (Quadro 7)
A ocorréncia de enzimas monomeéricas e diméricas, no sistema MDH, foi constatada
por SCHUELTER (1996), em trabalho com pimenta, e por SOUZA (1996) e LOPES
(1999), ambos trabalhando com acerola. Da mesma forma que os autores citados, na
regido de menor migracdo, observou-se 3 bandas monomorficas.

O estudo de heranca das isoenzimas de malato desidrogenase, em plantas, tem
sido considerado complexo, uma vez que essas isoenzimas encontram-se associadas a
diferentes estruturas multicelulares, como mitocondrias, microcorpos ou citosol,
podendo promover a sobreposicao de bandas (ARULSEKAR et al., 1986; HARRY,
1983). Além disso, as isoenzimas do sistema MDH sdo, normamente, tetraméricas,
ainda que formas monoméricas e diméricas possam ocorrer (PASTEUR et al., 1988).

A MDH de microcorpos tende a migrar muito devagar ao anodo, provavelmente
devido a seu carater basico e a tendéncia para formar agregados com alto peso
molecular. Em contraste, as MDHs da mitocondria e as citosolicas sdo relativamente
acidas, migrando rapidamente para o anodo (NEWTON, 1983).
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Figura 7- Representacdo esquemética, com base na mobilidade relativa das bandas no
gel (MR), dos fendtipos isoenziméticos da enzima MDH, observadas nas
andlises eletroforéticas de amostras obtidas de folhas de Eclipta alba (A).
Imagem de um gel revelando a atividade da enzima MDH a partir de
amostras obtidas de folhas de Eclipta alba (B).
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Quadro 7 - Distribuicdo dos 8 acessos de Eclipta alba nos padrdes de bandeamento da
enzima malato desigrogenase (MDH).

Bandas
Mdhl Mdh2 Mdh3
Padréao 1 2 3 4 5 6 7 8 Acessos
A 1 1 1 0 0O 1 1 1 CEN, JAN, CV, SAC, SIL, HEN,
B 1 1 1 0 1 1 1 O CEN
C 1 1 1 1 0O 1 1 1 AFR, CEM
4.1.5. Esterase

No sistema esterase, foram propostos trés locos, ou sga, Estl, Est2 e Est3
(Figura 8). No loco Est1, ha apenas uma banda, com variacéo apenas naintensidade de
coloragdo suficiente para separar 0s acessos, desde que atente que todas as plantas
analisadas estejam na mesmo estadio ontogenético. O loco Est2, regido mediana, ndo
foi considerado por causa das bandas de coloracdo de intensidade fraguissima,
enquanto no loco Est3 ocorreram duas e trés bandas com mobilidades diferentes,
facilitando bastante a separacdo dos acessos. Portanto, neste sistema detectou-se
bastante polimorfismo, observando quatro bandas e possibilitando a formacéo de 4
padrdes i soenzimaticos (Quadro 8).

No sistema isoenzimético esterase da acerola, houve variagdo na espessura e
intensidade de coloragcéo de banda (SOUZA, 1996). Esta variacdo ocorre nas
isoenzimas em razdo do grau de ploidia, revelando-se no gel com maior nimero de
bandas ou com aumento da intensidade e da espessura causado pela dose dos aelos
presentes (GOTTLIEB, 1982). Em espécies poliploides, como trigo e centeio, foi
possivel detectar algumas bandas de esterase de coloragéo e espessura diferenciadas,
mas com mesma mobilidade (SALINAS e BENITO, 1985).

Em Eclipta alba, a variacdo na intensidade de coloracdo de banda n&o ocorre
devido ao grau de ploidia, pois, conforme TRIVEDI e RAJESH (1984), o nimero de
Cromossomos da espécie € 2n = 22 cromossomos, hdo tendo sido relatado poliplides.

Esses autores encontraram duas populagdes, que diferiam morfologicamente, mas as
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diferencas citogenéticas estavam relacionadas a posicdéo do centrdbmero, ao
comprimento total do cromossomo e T.F.%. Na populacéo Ea 0776, o comprimento
total do cromossomo foi 52,05 mm, sendo cinco pares metacéntricos, quatro pares
submetacéntricos e dois acrocéntrico, enquanto na populacdo Eald76 com
comprimento cromossomico total de 69,75 mm, foram quatro pares metacéntricos,
cinco pares submetacéntricos e dois pares acrocéntricos. MEHRA et al. (1965)
enfatizam que o nimero basico 11 deriva de séries ascendentes, a partir de 6, 8 € 9, na
tribo Heliantheae.

A EST
Polo Positivo 1,0~ - - O mm
— Est2
0,5
- -
— B == == Est3
mE .
A B C D
Polo Negativo 0

#.-‘r ..

A B C D C D A A D

Figura 8 -Representacéo esquemaética, com base na mobilidade relativa das bandas no
gel (MR), dos fenotipos isoenzimaticos da enzima EST, observadas nas
analises eletroforéticas de amostras obtidas de folhas de Eclipta alba (A).
Imagem de um gel revelando a atividade da enzima EST a partir de
amostra obtidas de folhas de Eclipta alba (B).
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Quadro 8 - Distribuicdo dos oito acessos de Eclipta alba nos padrbes de bandeamento
da enzima esterase (EST)

Bandas
Loco Estl Loco Est2 Loco Est3
Padréo 1 2 3 4 5 AcCessos
A 1 1 1 1 0 CEN
B 1 1 1 1 1 CEN
C 0 1 0 1 1 AFR, CEM
D 1 1 0 1 1 JAN, CEN, SIL, CV, SAC, HEN

Dos cinco sistemas, quatro demonstraram ser polimorficos, dos quais o sistema
esterase foi 0 mais polimérfico, fato este também verificado por LOPES (1997),
BALVLVE (1992) e OLIVEIRA (2001). Tal fato revela o potencia de uso das
isoenzimas como marcadores genéticos, em trabalhos com erva-botdo. Estes
marcadores sdo Uteis, por exemplo, em trabalhos de caracterizagdo de germoplasma,
divergéncia genética, identificagdo do modo de reproducdo da espécie de interesse,
dentre outros. Nos sistemas que permitem inferéncia sobre o tipo de heranca, o
potencial é mais amplo, podendo estes serem utilizados em estudos de genética de
populacdes e na estimativa da taxa de cruzamento natural da espécie.

Da mesma forma que em PGI, no acesso CEN foi detectado maior nimero de
padrbes isoenzimaticos, refletindo maior variabilidade dentro deste acesso, fato este
que ocorre devido a proximidade deste acesso com 0 acesso CEM e, possivelmente,
esses novos padrdes sejam hibridos. Nos outros acessos, ndo detectou-se variabilidade
dentro, mas nos sistemas PGM, PGI, MDH e EST observou-se variagdo entre os

aCeSSsoS.

4.2. Andlise da diver géncia genética por padrdesisoenzimaticos

A partir dos dados isoenzimaticos, verificou-se a presenca de padrbes

Isoenzimaticos, na maioria dos individuos analisados. Por esta razéo, procedeu-se ao
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estudo de agrupamento baseado na similaridade genética, envolvendo a combinagdo
dos individuos tomados dois a dois. A estimativa de similaridade foi obtida pelo indice
de Similaridade de Jaccard e, a partir desta, calculou-se o Complemento Aritmético do
indice de Similaridade de Jaccard, obtendo-se a estimativa da medida de
dissimilaridade entre os individuos.

ApoGs a aplicacdo do método de Agrupamento por Otimizacdo de Tocher, foi
possivel a formacéo de quatro grupos (Quadro 9): grupo |- contendo dois individuos
do acesso CEN; grupo I1- contendo também dois individuos do acesso CEN; grupo 1V-
com apenas um individuo do acesso CEN e todos os individuos dos acessos CV, JAN,
SAC, HEN e SIL. No grupo Il1, estdo todos os individuos dos acessos CEM e AFR.
Desta forma, conclui-se que Eclipta alba apresenta razoavel grau de divergéncia
genética, tanto entre quanto dentro dos acessos analisados.

As informagdes referentes as analises fitoquimicas encontram-se no capitulo 2
deste estudo e foram aqui utilizadas para visualizar a importancia e entendimento dos
dados isoenzimaticos. Apos andlise de variancia quanto ao teor de wedelolactona na
folha (mg/g de matéria seca), detectou-se diferenca significativa entre os acessos e
procedeu-se ao teste de comparacéo de grupos de médias (Quadro 10), observando-se
a formacdo de dois grupos fitoquimicos, um com meédia de 0,6510 (plantas do grupo
isoenzimaticos |11, acessos AFR e CEM) e outro com médias entre 3,9367 e 5,4969
(plantas dos grupos isoenziméaticos |, 11, 1V, acessos CEN, CV, JAN, SAC, HEN, SIL).

Conforme Quadro 10, nos acessos dos grupos isoenzimaticos I, Il e IV ocorreu
rendimento do principio ativo de 6 a 8,4 vezes maior do que nos acessos do grupo
isoenzimatico Il1. Desta forma, os marcadores genéticos isoenziméticos em Eclipta
alba mostraram ser ferramenta auxiliar a distingdo de acessos e no controle de
qualidade de matéria-prima.
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Quadro 9 - Andlise de agrupamento, pelo método de Otimizacdo de Tocher, de
individuos de Eclipta alba a partir de dados isoenzimaticos

Grupo Padréo esterase Acessos Individuos
I A CEN le4d
[l B CEN 2eb
1l C AFR, CEM 21-22-23-24-25-31-32-33-34 €35
IV D CEN, SAC, CV, JAN, SIL, HEN 3-6-7-8-9-10-11-12-13-14-

15-16-17-18-19-20-26-27-
28-29-30-36-37-38-39 e 40

Quadro 10 - Vaores médios do conteiido de wedelolactona na folha (mg/g de matéria
seca) de Eclipta alba (L.) Hassk, grupos isoenzimaticos e rendimento

Acessos Wedel olactona Grupos isoenzimaticos Rendimento
CEN 3,9367 A 1LV 6X
JAN 53510 A A% 8x
Ccv 4,9059 A IV 7,4x
SAC 4,0500 A A% 6,2X
AFR 0,6390 B "l

HEN 5,4969 A A% 8,4x
CEM 0,6649 B "l

SIL 4,3981 A \% 6,7X

Grupos de médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de
5% pel o teste de Scott-Knott.
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5RESUMO E CONCLUSOES

Visando caracterizar a variabilidade de oito acessos de Eclipta alba (L.) Hassk,

foram feitas andlises isoenzimaticas de 40 individuos, utilizando os sistemas PGM,

SKDH PGI, MDH e EST, sendo que os trés ultimos apresentaram polimorfismo

suficiente, permitindo a analise de agrupamento.

Destaforma, os resultados permitiram as seguintes conclusdes:
Em Eclipta alba, as analises isoenziméaticas revelaram variabilidade.
Detectaram-se polimorfismos nos sistemas isoenziméticos. PGM, PGI, MDH e
EST.
A folha, no estadio ontogenético de 2 meses de idade, a partir de semente, foi 0
0rgéo e a época eleitos no estudo isoenzimatico em Eclipta alba.
O polimorfismo revelado pelos sistemas PGM, PGI, MDH e EST possibilitou a
separacdo dos acessos de Eclipta alba em quatro grupos gque, conforme o método
de Otimizacdo de Tocher. constituiram: grupo |- dois individuos do acessos CEN;
grupo Il — dois individuos do acesso CEN; grupo Ill — todos os individuos dos
acessos CEM; e AFR e grupo IV- um individuo do acesso CEN e todos os
individuos dos acessos SAC, CV, JAN, HEN e SIL, demonstrando, desta forma,
variabilidade genética.
Houve variacdo entre os individuos do acesso CEN, 0 que ocorreu por gue o
mesmo foi colhido préximo ao acesso CEM, indicando a ocorréncia de fecundagédo

cruzada.
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6- Nas plantas dos grupos isoenzimaticos I, Il e 1V, detectou-se producdo de
wedelolactona, nas folhas de 6 a 8,4 vezes maior do que nas plantas do grupo
isoenzimético 1V. Desta forma, por meio do uso de isoenzimas, pode-se distinguir

0S acessos quanto a producéo de principios ativos de interesse em Eclipta alba.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FITOQUIMICA DEOITO
ACESSOS DE Eclipta Alba (L.) HASSK

1. INTRODUCAO

E provavel que a utilizagdo das plantas como medicamento sgja tdo antiga
quanto o proprio homem (MARTINS et al., 1994). No museu Britanico ha registro de
receitas sobre este uso datando de 3700 AC (GRAVES, 1945). Néo so as plantas
medicinais mas, também, as aromaticas tiveram e tém grande importancia para as
civilizagbes. E dificil determinar a época em que o homem comegou a utilizar essas
plantas; provavelmente tenha sido no periodo pré-histérico (ATAL e KAPUR, 1982).

Eclipta alba (H.) Hassk, conhecida popularmente como agrido-do-bregjo ou
erva-botdo, € pertencente a familia Asteraceae, subfamilia Asteroideae, tribo
Heliantheae. A planta € invasora de lavouras de arroz de varzeas, de pastagens e
culturas perenes (LORENZI, 2000). Estudos cientificos indicam que esta espécie tem
acdo antiofidica (MELO et al., 1994), tendo sido encontrados os principios ativos:
cumarinas, flavondides e taninos (LEAL et al., 2000). Dentre os flavondides,
destacam-se dois coumestanos, isto € a wedelolactona e a demetilwedel olactona
(PEREIRA et al., 1997). MATOS, (1994) recomenda seu uso no tratamento dos
estados de queda das defesas organicas, durante a ocorréncia de doencas infecciosas

(como terapéutica auxiliar), durante a administracdo de medicamentos de agdo toxica



para o figado, ou apos 0 uso de substancias toxicas e, especialmente, no tratamento em
casos de hepatite e suas consequliéncias.

A variabilidade em populacdes naturais de plantas e animais € a base da
resisténcia perante as pressoes ambientais, possibilitando maximizar a adaptabilidade
individual. Os fitofarmacos sdo produzidos pelo vegetal, tém fungdes bastante
especificas e sdo, geramente, provenientes do metabolismo secundario com funcgéo
relacionada a ecologia da planta (LUCKNER, 1972).

Ha grande flexibilidade quimiossintética nos vegetais ao produzirem
metabdlitos secundérios. Segundo BROWN JR. (1988), vérios fatores podem
influenciar a producéo de substancias do metabolismo secundério, destacando-se 0s
genéticos e os fisiologicos, sendo gque os fatores bidticos e abioticos sdo considerados
ecol6gicos.

O objetivo deste trabalho é caracterizar morfo-fitoquimicamente oito acessos de

Eclipta alba (L.) Hassk, para fins de sua classificacéo taxondmica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Variabilidade quimica em plantas medicinais

A variabilidade genética € inerente aos organismos Vivos, capacitando-os a
adaptarem-se aos diversos ambientes e interagirem com 0 meio, 0 qual exerce
influéncia na capacidade de perpetuacdo de cada ser vivente (PATERNIANI, 1988). A
variabilidade genética congtitui a fonte priméria das adaptacGes e da evolucdo das
espécies (INGROUILLE, 1992), bem como do melhoramento genético, pois, promove
combinacbes favoraveis. Consequentemente, na auséncia de variabilidade, o
melhoramento é impraticavel, pois 0 sucesso de qualquer programa de melhoramento
depende da variabilidade genética dos genitores (WEL SH, 1981).

No caso de espécies medicinais, devido a diversidade quimica, exige-se cuidado
na generalizacdo das propriedades medicinais e, ou téxicas de individuos de uma
mesma espécie. Por esta razdo, uma amostra coletada na Floresta Amazonica pode ter
propriedades terapéuticas distintas, ou com intensidade diferente, daquela amostra da
mesma espéci e coletada na Mata Atlantica.

Esta variabilidade pode ser de natureza genética ou ambiental. Variagbes
genéticas podem ser detectadas com procedimentos apropriados e os individuos
portadores podem ser preservados em col egbes de germoplasma.

Considerando as diferencas qualitativa e quantitativa de 6leo essencial em

camomila, CORREA JR. (1995) descreveu a cultivar brasileira ‘Mandirituba’, a qual
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continha percentual de 6leo de 0,86% nos capitulos florais, situando-se acima da
média mundial (0,70%). Quanto a composic¢éo do Oleo essencial detectaram-se 27,17-
35,02% de camazuleno (média mundial = 17%) e 7,13-11,72% de bisabolol, inferior,
portanto, a média mundial que € de 16,72%.

As diferencas morfologicas, bioquimicas e quimicas em Ocimum seloi, entre
dois acessos, permitiram MARTINS (1996), propor duas variedades taxondmicas.

CASTRO (1998), trabalhando com Leonurus sibiricus L. de flor branca e de
flor roxa, utilizou padrbes isoenziméaticos, anatomia da epiderme e do mesofilo e
germinacdo de sementes, que possibilitaram a separacdo dos dois fendtipos sem que
houvesse diferenca fitoquimica. CASTRO (1998) detectou diferenca no contetido de
tanino em dois acessos de carqueja (Baccharis myriocephala D.C.), e pelos padrbes
isoenziméticos do sistema esterase, houve variabilidade, entre e dentro dos acessos.

A Unica fonte de matéria-prima pode estar numa especie silvestre, por exemplo,
a ipeca (Cephaelis ipecacuanha) produz emetina e cefelina, usados na producéo de
fitoterapicos amebicidas, expectorantes e eméticos. ASSIS (1992), trabalhando com
trés populacdes de Cephaelis ipecacuanha, populacdo 1 do Mato Grosso e Rondbnia,
populacéo 2 da Mata Atlantica (BA, ES, RJ e MG) e populacdo 3 da. Ameérica Central
e ColOmbia, avaliou nove caracteres morfolégicos por meio de andlise dos
componentes principais e ndo detectou variabilidade significativa entre as popul agdoes
n&o sendo possivel o reconhecimento de taxa intra-especifica

As populacdes de ipeca na América Central, Colébmbia e Venezuela foram
consideradas Cephaelis acuminata Karsten (TREASE e EVANS 1989), mas
HATFIELD et al. (1981) e GUPTA et al., (1986) propuseram que as diferencas,
quanto a proporgao dos alcalbides, so atribuidas a fatores ambientais ou genéticos,
sendo admitidas como Unica espécie, mesmas conclusdes de (ASSIS, 1992).

No Quadro 1, pode-se observar que ha variacdo no contelido de emetina, em
Cephadlis ipecacuanha, entre os acessos (FRANCA, 2000). Assim, as plantas devem
ser corretamente caracterizadas para posterior selecdo, usando-se por exemplo
marcadores genéticos biogquimicos ou moleculares. E possivel 0 sucesso no
melhoramento genético de ipeca pela selecdo, pois, conforme MARTINS (2000) trata-

se de espécie alogama. Desta forma, observa-se que a grande variabilidade existente

47



nas plantas medicinais, quanto os principios ativos, deve ser caracterizada. Deve-se
esgotar os procedimentos convencionais de melhoramento, antes de aplicar tecnologias

sofisticadas e caras como, por exemplo, 0 uso de transformac&o genética.

Quadro 1 - Variagdes nos teores de emetina em raizes de Cephaelis ipecacuanha
(Brot.) a. Richard, coletadas em diferentes |ocalidades

Acesso Origem (UF) Teor de emetina (%)
571.1-12 MT 1,53 fg
767.1-4 BA 2,24 b
594.1-137 MT 2,67 a
751.1-5 MG 2,36 b
610.1 RO 1,00
607.1-53 RJ 1,42 gh
760.1-53 ES 1,41 gh
595.1-115 MT 2,17 bc
596.1-76 MT 1,92 de
602.1-51 MT 1,30 hi
745.1-4 RJ 0,48 k
712.1-34 MT 1,98 cd
590.1-44 MT 1,72 ef
702.1-11 MT 1,19ij
Culturade tecido PA 1,70f
Culturadetecido MT 1,69 f

* Valores médios de emetina, seguidos pelas mesmas letras, ndo diferem estatisticamente ao nivel de
5% pelo teste de Tukey. (Fonte: FRANCA, 2000).

2.2. A necessidade de car acterizacéo

Caracterizar consiste na descricdo e registro dos marcadores morfoldgicos,
citogenéticos, fitoquimicos e moleculares pouco influenciados pelo ambiente. A
caracterizacéo dos acessos dos bancos de germoplasma é fundamental, tendo em vista
a utilizacdo em programas de pesquisa (VALOIS et al. 1996). A caracterizacdo de
acessos bem sucedida dos acessos envolve varias etapas, ou sgja, a correta

identificagcdo botanica, o cadastro dos acessos e descrices. As descricbes da
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variabilidade podem ser feitas baseando-se nos aspectos morfoldgicos, fenolgicos,
reprodutivos e quimicos, bem como no DNA e seus fragmentos, genes mutantes,
cromossomos e, finamente, nos seguintes marcadores genéticos. isoenzimas,
(Polymerase Chain Reaction (PCR), Randon Amplified Polymorphic (RAPD),
Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP), Amplied Fragment Length
Polymorphisms (AFLP), Sequence Characterized Amplified Regions (SCAR),
Sequence Tagged Ste (STS) e microssatélites ou Smple Sequence Repeats (SSR)
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996).

A variacdo no contelido do principio ativo de plantas medicinais pode ocorrer,
a0 longo de diferentes eixos temporais e espaciais, tanto genéticos (individuo,
populacéo, taxonomia), quanto ecologico (pressdes de variagdo em clima ou solos,
parasitas, predadores, competidores, patdgenos) e fisiologicos (estadio de
desenvolvimento, ritmo estacional ou circadiano), alocacdo de energia, caminhos
metabdlicos aternativos, hormonios, estado reprodutivo e entre érgaos (BROWN JR.,
1988).

Em plantas medicinais, é imprescindivel a caracterizagdo quimica que separe 0s
acessos, quanto as substancias farmacoativas, antes do estabelecimento de um
programa de melhoramento. Em geral, esses acessos mantém sua composicao e teor de
principios ativos, mesmo quando cultivados em ambientes similares, sendo
denominados quimidtipos, ragcas quimicas ou quimodemes (HEAGNAUER, 1982).
HAY e SVOBOBA (1993) definiram quimiétipo como populagdes quimicamente
distintas, dentro da mesma espécie. No entanto, ndo se conhece 0 numero de
quimidtipos por causa da influéncia dos fatores ambientais e genéticos. O termo
quimiétipo deve ser aplicado, quando ndo € possivel a distingdo morfol bgica.

FIGUEIREDO-RIBEIRO et al. (1978) detectaram, entre duas populagdes de
Ocimum nudicaule, grande divergéncia nos constituintes do 6leo essencial, havendo
também diferencas morfologicas, 0 que possibilitou caracterizar cada populagédo como
variedade boténica e ndo como quimiétipo.

Marcadores desta natureza podem ser Uteis e auxiliar, efetivamente, a selegéo.
A associacdo de carater qualitativo (marcador morfol6gico) com carater quantitativo é

a base da utilizacdo de marcadores nos caracteres associados a produgéo (AMARAL et
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al., 1999). BRANDLE et al. (1998) detectaram a existéncia de plantas de estévia
(Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni) com producdo diferenciada dos principios
adocantes, isto €, quanto a esteviosideo e rebaudiosideo A. Em Sevia rebaudiana
(Bert.) Bertoni, houve corrrelacdo entre os caracteres morfologicos (habito de
crescimento e tipo de folha) e o contelido de esteviosideo (TATEO et al., 1998).

WALLAART et al. (2000) evidenciaram a existéncia de dois quimictipos de
Artemisia annua, baseando-se nas diferencas dos teores de artemisinina e seus
bioprecursores nos genotipos estudados, demonstrando que populagdes oriundas do
Vietna produzem mais artemisinina do gque as originarias da China. Esses resultados
reforcam a existéncia de variagdo genotipica dentro da espécie Artemisia annua, a qual
foi observada por CHEN e ZHANG (1987) e MAGALHAES (1996). Também VEIT
et al. (1989) detectaram dois quimiotipos em cavalinha (Equisetum arvense).

A caracterizagdo de camomila disponivel hoje, em 4 quimiétipos, baseou-se na
composi¢cao do 6leo essencia e, destaforma, a maior parte da camomila européia € do
tipo oxidobisabolol A (tipo A). No tipo em que predomina o oxidobisabolol B (tipo B),
enquadra-se a camomila Argenting; o tipo C também denominado Tipo (-)-a-bisabolol
ou, smplesmente, bisabolol refere-se as flores de camomila, cujo Oleo essencia é
composto aproximadamente por 50% de a-bisabolol, sendo originaria principamente
da Espanha. A camomila brasileira foi considerada quimiétipo D, onde o contetido de
O0leo essencia constitui-se da mistura de oxidobisabolol A e B, bem como do
bisabolol, em teores aproximadamente iguais (CORREA JUNIOR, 1998).

Quando se ofertam a0 mercado, plantas medicinais, arométicas e
condimentares, 0 maior interesse das industrias transformadoras consiste em adquirir
matéria-prima concentrada de principios ativos. Diferentemente ocorre no caso de
outras culturas, quando se espera quantidade de biomassa verde ou seca, graos, etc,
ndo tendo a preocupacdo fundamental com sua composicdo quimica (CORREA
JUNIOR, 1998).

A producéo de fitofarmacos € quantitativa, influenciada por grande nimero de
genes, cada qual com pequeno efeito no fendtipo e também recebe efeito do ambiente.
Neste caso, a medida que € aumentado o nimero de aelos envolvidos, aumenta-se 0

numero de fendtipos e tem-se na geragdo F, a curva de distribuicéo continua. Como
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exemplo, tem-se os resultados de SHUMACHER (1991) que, trabalhando com 3213
plantas de Solanum laciniatum, constatou plantas com excepcional producdo de 4 a
5% de solasodina no peso da matéria seca, enquanto a média era de 1,6%, conforme a
Figural.

Solanum laciniatum
n= 3213

25

20

15 —1 —

10 =

OHHHT HHHHHHHHHHH

1 2

Freauéncia relativa (%)

5

Solasodina - peso da matéria seca (%)

Figura 1 - Distribuicdo de frequéncia da concentracdo de solasodina (% peso da
matéria seca) em folhas de Solanum laciniatum. (Adaptado de
SHUMACHER, 1991).

Desta forma, os estudos genéticos sdo realizados a partir das estimativas da
media, variancia, coeficientes de regressdo, correlacdo, etc. Com relagdo a composi Gao
e conteldo de compostos farmacoativos, encontraram-se atas herdabilidades nestas
substancias, facilitando o melhoramento por selecéo (PALEVITCH, 1991) e (FRANZ,
1993). O método da selecdo também foi aplicado em Sevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni, em que a herdabilidade do conteddo de esteviosideo foi de 83,3 (BRANDLE
e ROSA, 1992).
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Segundo GOTTLIEB et al. (1996), o estudo sobre a diversidade genética de
plantas medicinais, apenas, por critérios morfol bgicos, ignorando suas relagdes com o
metabolismo e outros nivels organizacionais do vegetal, dificulta o entendimento da
biodiversidade e implica nova obordagem. Assm, OLIVEIRA e MARTINS (1998)
consideram que a abordagem compreensiva, em muitas espécies medicinais
importantes, teria que envolver o conhecimento multidisciplinar, buscando distinguir
0S componentes genéticos e ambientais responsaveis pela variacdo entre os individuos
e entre as populagtes. Trés seriam as avaliagdes que constituiriam os componentes
desta abordagem ndo-convencional: 1) andlise da diversidade genética intra e
interpopulacional, por meio de marcadores moleculares, 2) quantificagcdo dos
compostos mais importantes, por meio de técnicas cromatograficas, e 3) mensuragcao
das caracteristicas morfol dgicas internas e externas, obtidas de modo tradicional.

A andlise dos dados de diversidade genética, bioquimica e morfologica, bem
como as correlagdes que poderiam existir entre as trés categorias de dados poderiam,
assim, gerar subsidios a identificacdo de populagbes divergentes, com relaicdo as
caracteristicas analisadas. Uma vez identificadas, as populacdes poderiam ser
amostradas apropriadamente e constituir germoplasma tipo nuclear, que representasse
variabilidade genética ainda disponivel (OLIVEIRA e MARTINS, 1998).

Tais colecBes nucleares, detalhadamente caracterizadas quanto a diversidade
genética e perfil fitoquimico-morfologico de seus membros, teriam indmeras
utilizagOes. Dentre elas estaria a possibilidade de fornecer germoplasma geneticamente
valioso e, ou contrastante, aos programas de melhoramento genético. Poderiam
também servir como fonte de germoplasma na reintroducéo da espécie em unidades de
conservagdo, preservando, assim, ndo somente exemplares avulsos da espécie em 9,
mas, também, a respectiva diversidade natural (OLIVEIRA e MARTINS, 1998).

2.3. Plantas medicinais poliploides

A variabilidade quimica decorre da presenca de poliploides naturais, como foi

observado em capim-lim&o, em que existe correlagdo positiva entre a concentragéo de
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Oleo essencia nas folhas e os citotipos autopoliploides 2x, 4x, 6x, demostrando a
importancia preliminar da caracterizacdo reprodutiva (citogenética).

DHAWAN e LAVANIA (1996), relatam que em 28 plantas medicinais
autopolipléides obtidas artificialmente, na maioria houve acréscimo substancia na
concentracdo do metabdlito secundério de interesse. Além do aumento na quantidade,
pode também haver aumento qualitativo a ser explorado.

Exemplos de plantas medicinais polipléides, nas quais detectou-se, acréscimo
na producéo de principios ativos de interesse, sdo a camomila, papoula, mil-folhas e
afazema (OLIVEIRA et al., 2001).

Da mesma forma, ja é possivel a obtencdo dos alopoliploides e, as vezes, a
heterose quimicatem sido a grande vantagem. Um exemplo foi observado na obtencéo
do anfidipl6ide de Ocimum gratissimum (rico em eugenol) e Ocimum viride, (rico em
timol) com altas concentragdes dos dois principios ativos (DHAWAN e LAVANIA,

1996), os quais devem estar bem caracterizados.

2.4. Plantas medicinais hibridas

Também é importante a caracterizacdo dos hibridos em plantas medicinais, que
existem de forma natural. As mentas e hortelé@s comerciais sdo hibridos naturais. A
vantagem de se trabalhar com hibridos em plantas medicinais deve-se a facilidade em
obter quimiotipos farmacoativos diversos e também pelo fato de que a maioria delas
tem ciclo curto. Além disso, sGo altamente produtivas quanto as classes de principios
ativos e,ou constituintes majoritarios, sendo destinados a desenvolver variedades ou,
ainda, prestam-se aos estudos genéticos (AMARAL et al., 1999).

Na familia Asteraceae, 0 interesse pela Artemisia annua € devido ao
antimalarico artemisinina. O trabalho de pesquisa desenvolvido na MEDIPLANT
(Suica) e no CPQBA-UNICAMP (Brasil) baseia-se na obtencdo de hibridos, com
posterior selecdo e melhoramento, priorizando gendtipos de florescimento tardio alto,
contetdo de artemisinina e ata producdo de biomassa (AMARAL et al., 1999).

Segundo AMARAL et al. (1999), na familia Labiatae ha exemplo dos hibridos

naturais Lavandula x intermedia, Mentha x citrata, Mentha x gentilis, Mentha x
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piperita, Mentha x verticillata e Mentha x vilosa. Destacam-se como hibridos
interespecificos artificiais. Mentha aquatica x Mentha longifolia, Mentha rotundifolia
X Mentha longifolia, Ocimuma americanum x Ocimun basilicum, Ocimum basilicum x
Ocimum cannum, Ocimum basilicum x Ocimum kilimanscharicum, Ocimum
gratisssimum x Ocimum viride, Ocimum suave X Ocimum gratissimum e Ocimum viride
x Ocimum suave. Os hibridos também ocorrem na familia Apocynaceae naturalmente
entre Catharanthus logifolius x Catharanthus roseus e artificialmente entre
Catharanthus roseus x Catharanthus trichophyllus.

A caracterizacdo correta da planta medicinal, aliada as técnicas agrondmicas
adequadas ao cultivo, oferece muitas vantagens, quando o objetivo é a producéo de
fitoterapicos eficazes. Dentre estas pode-se destacar a producéo de medicamentos de
custos acessiveis a populacdo carente, a0 mesmo tempo que poderia também reduzir
0S custos com aimportagéo de drogas sintéticas. Além disso, o sistema de producéo de
plantas medicinais ofereceria matéria-prima idénea e de qualidade as industrias
farmacéuticas, reduzindo, também, o extrativismo (OLIVEIRA e MARTINS, 1998). A
pratica extrativista tem promovido a reducdo da diversidade genética de muitas
espécies de importancia medicinal (GARCIA et al., 1996), inclusive levando a seu
desaparecimento local ou a extingdo (BIZAO e CASALI, 2000).

A exploragdo dos recursos das plantas medicinais brasileiras ndo € uma
atividade nova. Até o fim do século XIX, o Brasil cultivava e exportava a salsaparrilha
(Smilas spp) e o jaborandi (Pilocarpus spp). No inicio do século XX, em Sdo Paulo, 0
Horto Oswaldo Cruz cultivou extensivamente a erva-da-santa-maria (Chenopodium
ambrosoides L.), enquanto o lirio-do-brgjo (Hedychium coronarium Koenig.) foi
cultivado no Horto Boténico do Museu Paulista. Embora ndo praticando o cultivo
sistematico, o Brasil jafoi grande exportador de ipeca (PIRES, 1984). De acordo com
(PEREIRA, 2000), 590 plantas medicinais estdo registradas no Ministério da Sallde
para comercializacdo e producéo de fitoterapicos. Entretanto, ha apenas dois relatos
oficiais de cultivo, em larga escala, para atender a demanda industrial: o Pilocarpus
jaborandi, no Maranh&o e Duboisia sp no norte do Parana. Tal fato revela que a maior
parte das plantas medicinais brasileiras, se ndo a totalidade, estdo sendo colhidadas de

forma extrativista, comprometendo a biodiversidade.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Instalac&o do experimento

As plantas utilizadas neste trabalho s&o 0s oito acessos utilizados no Capitulo 1,
cujas sementes foram germinadas em vasos contendo solo e esterco de curral curtido
(4:1) em 04/10/2000. Vinte dias apds a semeadura, as maiores plantulas de cada acesso
foram transplantadas nos copos plasticos (300 mL), onde permaneceram até o plantio
definitivo no campo.

O experimento de campo, foi instalado em 24/11/2000, no viveiro da UFV, na
Vila Gianete, utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado, com 5 repeticoes.
Cada parcela foi constituida por uma planta, com espacamento de 1,0 m entre linhas e
0,70 m entre plantas. Apés o plantio, cobriu-se todo o experimento com sombrite por 7
dias, garantindo a adaptacdo das plantas. As caracteristicas de fertilidade do solo, onde
foi instalado o experimento podem ser confirmadas nas analises quimicas, conforme
Quadro 2.

Durante a conducéo do experimento, perdeu-se uma planta em trés acessos de

modo que CiNco acessos permaneceram com 5 repeticoes e trés com 4 repeticoes.
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Quadro 2 - Resultados das analises quimica de quatro amostras de solo, provenientes
do viveiro daUFV, Vila Gianette- Vigosa

mg/dm® cmol /dm® (%) |dag/kg
Amostra|pH(H,0) P K | Ca&" Mg" AI® H+Al SB (1) (M | V m| MO
1 73 1340 46| 797 077 00 00 88 88 886 [100 O 2,72
2 74 1587 50| 839 082 00 00 934 934 934|100 0| 317
3 75 1587 71| 765 09 00 00 879 879 879 [100 0| 3,61
4 74 1782 56| 785 092 00 00 891 891 891 [100 0| 4,06
Média 74 1574 56| 79 08 00 00 897 897 897 |[100 0| 3,39

pH em agua, KCI e CaCl, —relacéo 1:25.

P e K —extrator Mehlich 1.

Ca, Mg e Al —extrator: KCl — 1 mal/l.

H + Al — extrator acetato de célcio 0,5 mol/l —pH 7,0.

SB = soma de bases trocaveis.

(t) = capacidade de troca catidnica efetiva.

(T) = capacidade de troca catiénicaa pH 7,0.

V = indice de saturacdo de bases

m = indice de saturacdo de aluminio

MO = matériaorganica= C. org x 1,724 — Walkley-Back.

3.2. Caracteresavaliados e procedimentos na coleta de dados

1- NUumero de ramos laterais principais (NRLP): nho momento da colheita, realizada em
24/01/2001, contou-se todos os ramos laterais principais oriundos do caule
principa de cada planta

2- Numero médio de capitulos florais por axila (NMCapA): contaram-se todos os

capitulos de cada axila, de cada planta, e tirou-se a média de capitulo, por axila, por
planta.

3- Numero de folhas jovens (NFJv): consideraram-se como folhas jovens aguelas com

bom estado fisiol6gico e, destaforma, tomou-se 0 nimero por planta.

4- Numero de folhas senescentes (NFSn): foram consideradas folhas senescentes

aquelas secas ou amarel adas, que também foram contadas.

5- Peso da matéria fresca do caule (PMFCa), peso da matéria fresca dos capitulo

florais (PMFCap), peso da matéria fresca das folhas jovens (PMFFJv), peso da

matéria fresca da folhas senescentes (PMFFSn). As plantas foram colhidas no
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periodo da manha e, apds o preparo das partes, foram pesadas em balanca semi-
analitica. Os valores foram expressos em gramas.

6- Peso da matéria seca da raiz (PMSRa), peso da matéria seca do caule (PMSCa),
peso da matéria seca das folhas jovens (PMSFJv), peso da matéria seca das folhas
senescentes (PM SFSn), peso da matéria seca dos capitulos florais (PM SCap) e peso
da matéria seca total (PMSTo0). Apbs a secagem de todas as partes, em sala de
secagem de plantas medicinais, os dados foram obtidos em balanca semi-analitica e
0s val ores expressos em gramas.

7- Altura da planta (ALT): a avaliagdo da altura foi feita, semanalmente, durante seis
semanas a partir do 14° dia ap6s o transplante definitivo. A medida foi tomada em
cm, a partir do solo até a extremidade superior da planta.

8- Quantificacdo dos isoflavondides (wedelolactona e demetilwedelolactona): araiz e
parte aérea (folha e capitulos florais) das plantas foram moidas, separadamente, e
armazenadas em potes de polietileno. A extracdo e quantificagdo dos principios
ativos foram realizadas no Laboratério de Produtos Naturais, da Universidade de
Ribeirao Preto (UNAERP).

3.3. Metodologia de extracdo e quantificacdo dos coumestanos:

demetilwedelolactona e wedelolactona

A metodologia de extracdo e quantificacdo dos principios ativos de interesse baseou-se
nos procedimentoS sugeridos por PEREIRA (2000)*, conforme descrito a seguir: duzentos mg
de matéria seca e moida foram submetidos a extragdo em 5 mL de metanol, em ultrassom por
1 hora. O extrato foi filtrado e o0 solvente evaporado. Depois, foram adicionados, ao extrato, 2
mL da mistura metanol/adgua (2:1) e mais 2 mL de hexano; apos agitacdo, e a fase hexanica
foi descartada, e a fase hidroalcodlica foram adicionados mais 2 mL de hexano e, apos

agitacdo, novamente a fase hexanicafoi desprezada.

'PEREIRA, P.S (2000) Ribeirzo Preto. UNAERP (dados ndo publicados)
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A fase hidroalcodlica foram adicionados 1 mL de &gua destilada e 2 mL de
acetato de etila; apOs agitacdo, esperou-se formar as fases, sendo retirada a fase
inferior que foi submetida a particdo por 2 vezes com 2 mL de acetato de etila. As
fases em acetato de etila foram agrupadas e o solvente evaporado a temperatura
ambiente.

Os contetidos de wedelolactona e demetilwedelolactona foram quantificados
por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), no laboratério de Quimica de
Produtos Naturais da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP), S&o Paulo.

As condicBes foram: cromatografo Shimadzu (Mod. LC-10 AD) com injetor
manual (Mod. 7725i) e detector de arranjo de diiodo (Mod. SPD-M10A), operando na
faixa de 200 — 400 nm e em coluna de fase reversa (Supelcosil LC-18, 25 cm x 4,6
mm, de particulade 5 nm). A fase movel foi MeOH:H,O (0,5% é&cido acético) e fluxo
del mL/min.

Foi feita a quantificagdo por meio de curvas de calibracdo com padrbes de
wedelolactona (tr = 16,0) e demetilwedelolactona (tx = 8,0) isolados da parte
vegetativa de Eclipta alba e identificados por comparacdes com amostras (CCDC —
Cromatografia en Camada Delgada Comparativa, RMN 'H e **C), usando detector
fixado em 254 nm. A curva de calibracéo foi desenvolvida com amostras diluidas do
composto padréo na faixa de 0,05 — 1,0 mg/mL. As amostras foram analisadas uma
vez, e 0s resultados dos principios ativos expressos em miligramas, por grama de

matéria seca do respectivo orgao.

3.4. Procedimentos estatisticos

Nos caracteres morfofitoquimicos, foram realizadas analises de variancia
(ANOVA), considerando-se delineamento inteiramente casualizado, com 4 e 5
repeticbes. O teste de Scott-Knott foi utilizado naquelas médias em que foram
constatados efeitos significativos dos acessos, pelo teste F.

Foram redlizadas andlises de regressdo linear simples, por acesso,
considerando-se as dturas de plantas (cm), obtidas a partir do 14° dia apdés o

transplante até o 51° medidas semanamente. Na escolha das equagdes de regressio

58



gjustadas, foram considerados os coeficientes de determinagdo, as significancias da
falta de gjuste e a significancia dos coeficientes de regressdo. Procedeu-se, ainda, aos
testes de identidade de modelo. Todas as andlises foram realizadas com auxilio
computacional do programa SAEG versdo 5.0, desenvolvido na Universidade Federal

de Vicosa, cujos procedimentos sdo descritos por GOMES (1992).
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas morfol 6gicas
Observando as plantas dos oito acessos, desde a emergéncia até a maturidade,
foi possivel reuni-las morfologicamente em dois tipos, conforme se segue:

Tipo A- coloragé@o verde claro no caule; pelos (tricomas) perpendiculares ao caule;
numero de capitulos florais, por axila foliar, variando de 4 a 8 (Figura 2) €,
em geral, independentes das condi¢des ambientais; plantas mais vigorosas do
que as do tipo B; plantas encontradas na regido de VicosasMG e Sete
Lagoas-M G, crescendo isoladas, ou ao lado das plantas tipo B.

Tipo B- coloragdo avermelhada no caule devido aa presenca de antocianina na regiéo
da epiderme; tricomas paralelos ao caule (adpressos) e um a trés capitulos
florais nas axilas da folhas (Figura 2); plantas de porte menor do que as do
tipo A, encontradas na regido de Vigosa, Sete Lagoas-MG, Sacramento-MG,
Ribeirdo Preto-SP e Altinopolis-SP.

As excicatas destes dois tipos de Eclipta alba encontram-se no Herbario VIC do
Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigcosa, sendo
reconhecidas por VIC-25432 (planta do tipo B) e VIC-25343 (planta do tipo A), as
quais foram identificadas pelo especialista em Asteraceae, Dr. Jmi N. Nakagima, da
Universidade Federal de Uberlandia, que as considerou Eclipta alba. Os acessos AFR e

CEM pertencem ao tipo A e os demais (CEN, CV, SAC, JAN, HEN e SIL) pertencem ao tipo
B.
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Figura 2- Segmentos caulinares de plantas tipo A de Eclipta alba, de coloragéo verde
claro, com 4 capitulos florais por axila foliar e tricomas perpendiculares aos
mesmos (A). Segmentos caulinares de plantas tipo B de Eclipta alba, de
coloracdo avermelhada, com 2 capitulos florais por axila foliar e tricomas
adpressos (B).
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4.2- Caracteristicas morfométricas;

Houve diferenca significativa dos acessos, quanto as quinze caracteristicas
morfométricas (Quadro 3). Nas caracteristicas nimero de ramos laterais principais (NRLP),
peso da matéria fresca do caule (PMFCa), peso da matéria fresca da folha jovem (PMFFJv) e
peso da matéria seca total (PMSTo) ocorreu 0 mesmo padrdo de diferenca, nos acessos CEN,
JAN, CEM e AFR observou as maiores médias (Quadro 4). Os acessos CEN, JAN, CEM,
AFR e SIL destacaram-se no grupo das maiores médias, quanto as caracteristicas peso da
matéria fresca de capitulos florais (PMFCap) e peso da matéria seca de capitulos florais
(PMSCap) (Quadro 4).

Nas caracteristicas peso da matéria fresca de folhas senescentes (PMFFSn) e peso da
matéria seca de folha jovem (PM SFJv), houve formacao de trés grupos, sendo que as maiores
foram detectadas nos acessos CEN, AFR e CEM. (Quadro 4). Os acessos AFR e CEM
destacaram-se com as maiores médias de numero de capitulos por axila, ou sgja, com média
de 4,8 e 4,0, respectivamente; enquanto a média dos demais variou de 2,0 a2,4.

Segundo ECHEVERRY et al, (1990), em Ocimum, o crescimento em altura das
plantas esta relacionado ao nimero de nds. Esse autor experimento verificou que, nos acessos
onde foram detectadas as maiores médias na altura (ALT), também observou-se as maiores
médias de nimero de ramos laterais principais (NRLP) (Quadro 4). Em geral, os acessos AFR
e CEM (plantas do tipo A) destacaram-se, permanecendo no grupo das maiores médias em

todas as caracteristicas morfométricas, (Quadro 4).

4.2.1- Andlises deregressao

Constatou-se efeito significativo na regressdo linear simples, quanto a altura de
plantas em funcdo do tempo, em todos 0s acessos testados (Apéndice- Quadro 14). A
falta de guste ndo significativa associada aos valores elevados de coeficiente de
determinacdo (r* > 0,873), confirma que a regressdo linear simples foi adequada,
representando o crescimento das plantas, no intervalo de 14° a 51° dias apds o

transplante.
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Quadro 3 - Resumo da andlise de variancia para os caracteres morfomeétricos: nimero de ramos laterais principais (NRLP), peso (g) da matéria
fresca do caule (PMFCa), peso (g) da matéria fresca das folhas jovens (PMFJv), nimero de folhas jovens (NFJv), peso (g) da matéria
fresca das folhas senescentes (PMFFSN), nimero de folhas senescentes (NFSn) e nimero médio de capitulos florais por axila
(NMCapA), média geral e os respectivos coeficientes de variacéo

Quadrados médios
Fv GL NRLP PMFCa PMFJv NFJv PMFFSn NFSn NM CapA
Acesso 7 22,62 30.571,63 ™" 1.554,52 ** 162.846,32 " 159,87 ** 1.406,80 ™ 545"
Residuo 29 4,99 3.184,04 375,88 64.317,33 12,48 181,87 0,12
CV (%) 12,78 31,75 34,54 39,81 29,69 32,63 12,94
Média 17,48 177,68 56,12 637,07 11,89 41,32 2,70

** * Egignificativo aos niveis de 1 e 5%, respectivamente.

Continuagdo - Resumo da andlise de variancia para os caracteres morfométricos. peso (g) da matéria fresca dos capitul os florais (PMFCap), peso
(g) da matéria seca da raiz (PMSRa), peso (g) da matéria seca do caule (PMSCa), peso (g) da matéria seca das folhas jovens
(PMSFJv), peso (g) da matéria seca das folhas senescentes (PM SFSn), peso (g) da matéria seca dos capitulos florais (PM SCap) e
peso (g) da matéria seca total (PMSTo0) e atura (cm) de plantas no momento da colheita (ALT), média geral e os respectivos

coeficientes de variagdo

Quadrados médios
FV GL PMFCap PMSRa PMSCa PM SFJv PMSFSn PM SCap PMSTo ALT
Acesso 7 697,57 ™ 8,22 " 541,61 85,39 ** 034" 12,48 ™" 1.436,00 " 777,58
Residuo 29 148,96 2,86 56,00 15,30 0,11 2,67 173,14 67,57
CV (%) 57,84 17,72 23,77 21,07 35,26 53,54 20,55 9,05
Média 21,09 9,54 31,74 18,56 0,96 3,05 64,02 90,75

** * Fgignificativo aos niveis de 1 e 5%, respectivamente.
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Quadro 4: Valores médios dos caracteres morfométricos. nimero de ramos laterais principais (NRLP), peso (g) da matéria fresca do caule
(PMFCa), peso (g) da matéria fresca das folhas jovens (PMFJv), numero de folhas jovens (NFJv), peso (g) da matéria fresca das
folhas senescentes (PMFFSn), niUmero de folhas senescentes (NFSn) e nimero médio de capitulos florais por axila (NMCapA) para
0S respectivos acessos

M édias estimadas

Acessos NRLP PMFCa PMFJv NFv PMFFSn NFSn NM CapA
CEN 19,00 A 251,32 A 82,18 A 9104 A 19,90 A 64,20 A 2,20 ¢
JAN 17,80 A 196,30 A 64,28 A 847,0 A 1254 B8 39,40 B 2,00 €

cv 15,00 B 91,298 37,718 4054 B 6,25 € 23,00 B 2,00 ¢
SAC 1450 B 103,28 B 50,21 8 53308 4,75 ¢ 22,25 B 2,00 ¢
AFR 19,80 A 262,73 A 62,40 A 573,08 16,43 A 60,40 A 4,80 A
HEN 16,758 113,938 41,238 41508 8,23 ¢ 38,25 B 2,25 ¢
CEM 20,754 288,73 A 77,15 A 698,0 A 18,68 A 56,50 A 4,008
SIL 16,20 B 108,48 B 33918 660,2 A 7,54 ¢ 25,50 B 2,40 €

Grupos de médias seguidas de mesma letra (coluna) ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-K nott.



Quadro 4 - Continuagdo - Vaores médios dos caracteres morfométricos: peso (g) da matéria fresca dos capitulos florais (PMFCap), peso (g) da

matéria seca da raiz (PMSRa), peso (g) da matéria seca do caule (PMSCa), peso (g) da matéria seca das folhas jovens
(PMSFJv), peso (g) da matéria seca das folhas senescentes (PMSFSn), peso (g) da matéria seca dos capitulos florais
(PMSCap), peso (g) da matéria seca total (PMSTO0) e atura (cm) de plantas no momento da colheita (ALT) para os
respectivos acessos

M édias estimadas

Acessos PMFCap PMSRa PMSCa PMSFJv PMSFSn PMSCap PMSTo ALT
CEN 26,59 A 11,35 A 48,84 A 25,29 A 1,15 A 3,95 A 84,60 A 99,40 B
JAN 24,58 A 11,26 A 34,83 A 19,36 B 1,40 A 342 A 71,29 A 90,20 B

cv 6,94 B 7,68 B 19,49 B 14,02 € 0,69 B 0,938 42,44 B 81,40 ¢
SAC 4,728 8,458 19,62 B 16,86 B 0,60 B 0,68 B 46,23 B 70,50 ¢
AFR 34,59 A 9,398 41,16 A 19,93 A 0,98 B 4,62 A 76,11 A 112,20 A
HEN 10,30 B 8,83 B 22,40 B 14,34 € 0818 1628 48,50 B 78,75 ¢
CEM 38,55 A 10,05 A 46,17 A 23,69 A 1,19 A 491 A 86,08 A 95,75 B
SIL 20,52 A 9,09 B 26,01 B 14,88 € 0,828 3,88 A 54,70 B 92,40 B

Grupos de médias seguidas de mesma letra (coluna) ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Cada acesso apresentou uma equacdo de regressdo particular, ndo sendo
possivel 0 agrupamento de nenhuma delas, segundo o teste de identidade de model os.

Como se pode verificar no Quadro 5, 0 acesso com maior incremento de crescimento
foi 0 AFR (b,=2,097828), enquanto o SAC foi 0 menor (b,=1,425456). Valoresde b,
indicam o incremento, em centimetros, na atura de planta na variagdo de um dia,

sendo que como cada acesso teve valores diferenciados, pode ser inferido que ha

variabilidade genética entre 0s acessos quanto ao crescimento de plantas.

Quadro 5 - Equacbes de regresséo gustadas e coeficiente de determinacéo em oito
acessos de Eclipta alba (L.) Hassk, na varidavel altura em funcdo do
tempo (X), no periodo de 07 de dezembro de 2000 a 24 de janeiro de

2001
ACESSOS EQUACAO DE REGRESSAO r°

CEN ¥ = 4,328660 + 1,932796 X 0,9389
JAN § = 8,438 679+ 1,680448 " X 0,9093
cVv § = - 4,356063 + 1,693553 "X 0,9283
SAC § =-2,273214 + 1,425456 X 0,8851
AFR y =8,437629 + 2,007828" X 0,9504
HEN ¥ =1,516643 + 1,558164 " X 0,9176
CEM ¥ = 14,240535 + 1,681412 X 0,8731
SIL ¥ =9,085702 + 1,696356 X 0,8983

** F gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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4.3. Caracteristicas fitoquimicas

Nas curvas, os padrbes de demetilwedelolactona e wedelolactona (Figura 3)
foram identificados com os tempos de retencdo de 8,0 e 16,0 minutos,
respectivamente. Baseando-se na area obtida da integracdo dos picos de padrfes, nas
cinco concentragbes (0,013; 0,094; 0,189; 0944 e 18387 mg de
demetilwedelolactona/mL), foi determinada a equagdo y = 139.252,94369 +
44.662.644,47763 X, que relacionou a concentragdo de demetilwedelolactona com a
resposta do detector com alto coeficiente de determinacao, r’=0,998834. Da mesma

A

forma, foi determinada a equacdo para wedelolactona, sendo y = 498.473,6934 +

56.329.354,7169 X, com r>=0,998781, onde se utilizou duas injecbes com as
concentragdes de 0,02; 0,1; 0,2 e 1,0 mg de wedelolactona/mL. Nessas equacdes, a
variavel “X” corresponde a concentracdo, em mg/mL, de demetilwedelolactona e
wedelolactona. Os valores do conteldo demetilwedelolactona e wedelolactona foram
transformados em mg/g de matéria seca, afim de determinar o contetido.

Apos as andlises fitoguimicas dos principios ativos de interesse, em cada 6rgéo,
ndo foi possivel proceder a andlise de wedelolactona na raiz, devido a presenca de
quantidades traco. Dessa forma, foram feitas as andlises estatisticas de 5 caracteristicas
fitoquimicas. conteldo de demetilwedelolactona na raiz (DWRa), folha (DWFo) e
capitulos floral (DwCap), e do contelido de wedelolactona na folha (WFo) e capitulo
floral (WCap).

No Quadro 6, observase que houve efeito significativo dos acessos nas
caracteristicas wedel olactona nas folhas (WFo) e wedelolactona nos capitul os (WCap).
No Quadro 7, na caracteristica wedel olactona na folha (WFo), houve formacéo de dois
grupos, ou sgja, plantas do tipo A (AFR e CEM) com as menores médias e plantas do
tipo B com as maiores. Na Figura 4, observam-se as diferencas dos cromatogramas das
plantas do tipo A e B. Nos acessos AFR e CEM (plantas tipo A), também detectaram-

se as menores médias de wedel olactona nos capitul os (WFo).
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Curva Padrao de demetilwedelolactona Curva Padrao de Wedelolactona
r’= 0.998834 r* = 0.998781
9 = 44662644.477626X + 139252.943692 9 =56329354.716981X + 498473.693396
9.10" 1 7.10"
8.10" 1 6.107 -
7.10" | .
610" 5.10"
8 5.10" A 8 4.10" A
<< 4.10° A \:: 3.10" A
7
3-107 2.10"
2.10" -
7
1.10" - 1.10" A
0+ T T T 0 : T
0 0° ! Lo 2 0 0.5 1 15
Concentragoes din:ismj;llwedelolactona Concentragdo de wedelolactona (mg/ml)

Figura 3 — Curvas padréo de demetilwedelolactona e wedelolactona, respectivas
equacdes de regressao e coeficiente de determinacao.
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Quadro 6 - Resumo da andlise de variancia do conteiido (mg/g de matéria seca) de: demetilwedelolactona naraiz (DWRa), demetilwedel olactona
nas folhas (DWFo), wedelolactona nas folhas (WFo), demetilwedelolactona nos capitulos florais (DWCap) e wedelolactona nos
capitulos florais (WCap), média geral e os respectivos coeficientes de variacdo

Quadrados médios
FV GL DWRa DWFo Wfo DWCap Wcap
Acesso 7 0,0829™ 0,0358™ 17,2477** 0,1065™ 5,278**
Residuo 29 0,0962 0,0028 1,4419 0,1986 0,4828
CV (%) 27,94 38,65 32,42 47,20 36,62
Média 1,1099 0,1404 3,7033 0,9442 1,8972

** F gignificativo ao nivel de 1%

Quadro 7 - Vaores médios do contelidos (mg/g de matéria seca) de: demetilwedelolactona na raiz (DWRa), wedelolactona nas folhas (WFo),
demetilwedel ol actona nos capitul os florais (DWCap) e wedel olactona nos capitul os florais (WCap).

M édias estimadas

Acessos DWRa DWFo WFo DWCap WCap
CEN 1,2326 A 0,1669 A 3,9367 A 1,0091 A 1,9354 B
JAN 1,2162 A 0,1454 A 53510 A 1,0381 A 3,4756 A
cv 1,2262 A 0,1217 A 4,9059 A 0,8857 A 2,1853 B
SAC 1,1235 A 0,1432 A 4,0554 A 1,2792 A 2,5151 B
AFR 0,8563 A 0,1554 A 0,6039 B 0,8139 A 0,3657 C
HEN 1,0380 A 0,1801 A 5,4969 A 0,8949 A 2,1559 B
CEM 1,0176 A 0,1218 A 0,6649 B 0,8727 A 0,2908 C
SIL 1,3870 A 0,0938 A 4,3981 A 0,8029 A 2,1082 B

Grupos de médias seguidas de mesma letra (coluna) ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de Scott-Knott.
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4.4. Acumulo dos coumestamos por Or gao

No Quadro 8, observa-se que, nas plantas do tipo B, o acumulo de
wedel olactona por orgéo em ordem decrescente foi: folha (4,6906 mg/g matéria seca),
capitulos florais (2,3959 mg/g de matéria seca), raiz quantidades traco, enquanto a
producdo de demetilwedelolactona foi: 1,2039 mg/ g de matéria seca na raiz, 0,9849
mg/g de matéria seca nos capitulos florais, 0,1418 mg/g matéria seca na folha
Resultados similares foram encontrados em trabalhos conduzidos por PEREIRA et al.,
(1998) em que a parte aérea acumulou mais wedelolactona e a raiz mais
demetilwedel ol actona. Orgaos de reserva de metabolitos secundarios (ductos) voltados
para o xilema foram observados, em cortes histol6gicos de folha e caule de Eclipta
alba (L.) Hassk (PINHEIRO et al., 2001).

Nas plantas do tipo A, 0 acimulo de wedelolactona por ordem decrescente foi:
folha (0,6519 mg/g de matéria seca), capitulos florais (0,3282 mg/g matéria seca), e na
raiz detectou-se quantidades traco. A producéo de demetilwedelolactona foi: raiz
(0,9369 mg/g matéria seca), capitulos florais (0,8433 mg/g matéria seca), folha
(0,1386 mg/g de matéria seca). OLIVEIRA (2001) observou diferencas quanto ao
acumulo de acido clorogénico e acido cafeico, entre os 6rgdos de Bidens pilosa,

obedecendo a seguinte ordem: folha > caule > raiz.

Quadro 8 — Vaores médios (mg/g de matéria seca) dos teores acumulados de
demetilwedelolactona nas raizes (DWRa), demetilwedelolactona nas
folhas (DWFo), wedelolactona nas folhas (WFo), demetilwedelolactona
nos capitulos florais (DWCap) e wedelolactona nos capitulos florais
(Wcap) nas plantas do tipo A e B de Eclipta alba (L.) Hassk

Tipo de planta DWRa DWFo WFo DWCap WCap
0,9369 0,1386 0,6519 0,8433 0,3282
B 1,2039 0,1418 4,6906 0,9849 2,3959
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Também em Datura stramonium, o conteido de atropina em plantas jovens
acumulou-se, diferenciadamente, entre os orgéos. caule (0,915ng /mg), folhas médias
(0,831 ng/mg), botdes florais (0,299 ng/mg), folhas grandes (0,228 ng/mg), sementes
(0,170 ny/mg), folhas pequenas (0,156 ng/mg), raizes (0,121 ng/mg) e pericarpo
(0,001 ny/mg) (MIRALDI et al., 2001).

BIONDO et al. (2001) avaliaram o efeito das épocas de colheita (60-90-125-
185 dias apOs o plantio), sobre a producdo dos coumestanos wedelolactona e
demetilwedelolactona na raiz e parte aérea. As plantas foram obtidas assexuadamente
por micropropagacdo “in vitro” e cultivadas dentro de casa-de-vegetacdo. Quanto ao
teor de wedelolactona na parte aérea e raiz, ndo houve diferenca significativa, sendo a
média de 2,4 e de 0,12 mg/g de matéria seca, respectivamente. Entretanto, quanto ao
contetido de demetilwedelolactona na parte aérea, houve diferenca significativa entre
as épocas de colheita, com média 3,97 mg/g matéria seca, aos 125 dias apds o
transplante, enquanto que na raiz ndo houve diferenca significativa entre as épocas de
colheita, sendo a média 3,52 mg/g matéria seca.

Aos 90 dias apés a instalacdo do experimento, a produtividade de
wedel olactona nas folhas, nos acessos JAN e HEN foi de 5,3510 mg/g matéria seca e
5,4969 mg/g de matéria seca, respectivamente. Assim, quando comparados com a
produtividade encontrada por BIONDO et al. (2001), estes acessos séo considerados
promissores para a producdo deste principio ativo (Quadro 09).

Conforme os resultados apresentados no Quadro 09, os dados das andlises
isozimaticas, Capitulol, morfologicos e fitoquimicos, permitiram a formacdo dois
grupos distintos, possivelmente duas variedades taxondmicas.

O conhecimento sobre a variabilidade quimica da planta medicinal, asssm como
Sua correta caracterizacdo, proporciona importante colabaloracéo para sua efetividade
tanto na medicinatradicional quanto naindustria farmacéutica.

Em Ocimum nidicaule, apos analise morfoldgica (semente, calices frutiferos e
racimos) e quimica (0leo essencial), foi proposta a incluséo das populagdes em duas
variedades boténicas (FIGUEIREDO-RIBEIRO et al., 1978). Essas observactes
foram, posteriormente, complementadas por andlises isoenzimaticas (ALMEIDA e
FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1986). MARTINS (1996), estudando duas populagdes de
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Ocimum selloi (acessos A e B) com caracteristicas quimicas, bioquimicas e
morfol bgicas distintas, propds duas variedades taxondmicas.

Também TATEO et al. (1998), utilizando caracteristicas morfol 6gicas de Sevia
rebaudiana (Bert.) Bertoni, identificaram plantas com caracteristicas quimicas de
interesse. Assim em plantas com pouca ramificagdo e crescimento singular, a producéo

foi de 58,3 a 74,2 g de esteviosideo por quilo de matéria secafoliar.

Quadro 9 — Comparagéo entre os tipos (A e B) de plantas de Eclipta alba quanto a
padrdes isoenziméticos, contelldo de wedelolactona (mg/g de matéria seca)
nas folhas (WFo) e nimero médio de capitulo por axila (NMCapA)

Tipos Padrbes isoenziméticos WFo NMCapA Acessos
A [l 0,6519 4,5 CEM, AFR
B 11, 1V 4,9609 2,3 CEN, JAN, SAC, CV, HEN, SIL
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Na regido urbana de Vicosa (MG), foram observadas plantas de Eclipta alba
com caracteristicas morfologicas distintas. O presente trabalho objetivou caracterizar,
guimica e morfometricamente, oito acessos, dos quais sete sdo provenientes da regido
de Vicosa e um de Sacramento — MG.

Quanto aos caracteres morfométricos, houve formacdo de dois grupos, ou sga,
nas plantas do tipo A (acessos CEM e AFR) detectaram-se as maiores médias e, nas
plantas do tipo B (acessos CV, JAN, SIL, SAC, CEN e HEN), as menores.

Demetilwedelolactona e wedelolactona foram quantificados nos 06gédos
(capitulos florais, raiz e folha), por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A folha jovem acumulou mais wedelolactona e a raiz mais
demetilwedel ol actona

O conteudo de wedelolactona, na folha, permitiu a formagdo de dois grupos
coincidentes com aqueles formados pelos caracteres morfométricos e, desta forma, nas
plantas tipo A, detectou-se contelido medio de wedelolactona na folha jovem de
0,6519 mg/g matéria seca e nas do tipo B 4,6906 mg/g matéria seca. Desta forma, as
plantas tipo B sdo consideradas potenciais para exploragdo do principio ativo
wedelolactona, pelo fato de produzirem de 6 a 8 vezes mais do que as plantastipo A.

Portanto, as caracteristicas morfométricas e quimicas dos dois grupos séo
suficientes ao estabelecimento de duas variedades taxonémicas em Eclipta alba (L.)

Hassk. De acordo com os resultados das analises morfofitoquimicas, conclui-se que:
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Nas plantas de Eclipta alba tipo B (acessos JAN, CV, SAC, HEN, CEN e SIL),
detectou-se contelldo de wedelolactona, nas folhas, 6 a 8 vezes maior do que
aquele encontrado nas plantastipo A (acessos AFR e CEM).

. Nas plantas de Eclipta alba tipo A (acessos AFR e CEM), observaram-se 0s
maiores valores, quanto aos caracteres morfométricos, e menores valores quanto
aos principios ativos.

. Foram expressivas as diferencas fitoquimicas entre os 6rgdos, sendo que a folha
acumulou mais wedel olactona e a raiz demetilwedel olactona.

. Asdiferencas quimicas, morfoldgicas e isoenzimaticas (Capitulo 1) sdo suficientes

para distin¢cdo de duas variedades taxonomicas.
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CAPITULO 3

INTERACAO GENOTI PO x AMBIENTE E PLASTICIDADE EENOTiPI CA DE
CARACTERESMORFOMETRICOSE QUIMICOSEM 3 GENOTIPOS DE Eclipta
alba (L.) Hassk

1. INTRODUCAO

Eclipta alba (L.) Hassk, planta herbécea invasora sob o ponto de vista agronémico e
medicina sob o ponto de vista fitoterapéutico, € popularmente conhecida como erva-botao,
€ encontradanos cinco continentes, amplamente dispersa em todas as regides tropicais e
subtropicais do mundo. Ha séculos é utilizada pela medicina tradicional indiana e chinesa,
na cura de vérias doencas. Os jesuitas aprenderam, com os indigenas brasileiros, a us&la
contra males do figado, problemas de pele e, preventivamente, nas picadas de cobra. A
partir de 1980, os trabalhos cientificos com Eclipta alba (L.) Hassk intensificaram-se,
sendo que muitos de seus principios ativos isolados confirmaram varias propriedades
medicinais.

Nos Ultimos anos, o interesse pelas respostas do metabolismo secundario de plantas
medicinais, a0 ambiente, tem aumentado. A plasticidade fenotipica € fundamental, na
medida em gue expressa a sobrevivéncia e 0 aproveitamento vantgjoso das variagOes
ambientais. O crescimento vegetal depende de fatores ambientais, que funcionam como
estimuladores de certos estadios morfofisiologicos das plantas, as quais respondem de
forma adaptativa ao estimulo (OLIVEIRA et al.,. 2001).
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A versatilidade ambiental de Eclipta alba (L.) Hassk, revela-se no crescimento em
ambientes desde secos até pouco drenados, arenosos a bem adubados. Portanto, é
presumivel que haja plasticidade fenotipica (CAPOTE et al., 1986) ea qual desempenharia
funcéo relevante na estratégia de adaptacéo.

Na literatura, ha diversos trabalhos demonstrando a existéncia de interacdo gendtipo
X ambiente para muitas caracteristicas de carater quantitativo. Isto significa que muitos
gendtipos podem produzir grande quantidade de um determinado produto, em determinada
condicdo ambiente, mas quantidades minimas, ou nenhuma em outras condi¢cdes. Assim, 0
conhecimento sobre o comportamento de gendtipos, numa gama de condigdes, € importante
para gue 0 maximo de proveito seja obtido.

Este trabalho objetivou conhecer as interagdes gendtipo x ambiente e a plasticidade

fenotipica de caracteres morfomeétricos e fitogquimicos em Eclipta alba (L.) Hassk.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Metabolismo secundario

Eclipta alba (H.) Hassk é herbacea, anual, da familia Asteraceae. O interesse por
esta planta tem aumentado em virtude da presenca de dois isoflavondides, isto €,
wedelolactona e demetilwedelolactona, os quais possuem propriedades hepatoprotetora,
imunoestimulante e antiofidica e anticancer.

SANTOS e ELISABETSKY (1999), ao selecionarem plantas medicinais com
atividade antitumoral, elegeram a familia Asteraceae como a mais usada. Nesta familia,
ocorre grande heterogeneidade de compostos quimicos, o0 que € particularmente
interessante em razéo da possibilidade de deteccdo de novos compostos ativos. Juntamente
com a familia Leguminosae, a Asteraceae destaca-se por conter a maior diversidade de
espécies. Conforme GOTTLIEB (1982) e DI STASl (1996), a familia Asteraceae é
reconhecida por sua capacidade em acumular metabdlitos secundéarios com potencia de
atividade bioldgica. Entre os metabdlitos secundarios mais comuns nesta familia, destacam-
se as cumarinas, os flavondides, os poliacetilenos e sesquiterpenos (SOUZA BRITO e
SOUZA BRITO, 1993; GOTTLIEB, 1982).

Produtos secundarios, compostos secundarios ou metabdlitos secundarios
(especiais) sdo compostos organicos, produzidos pelas plantas, que ndo tém funcdo direta
no crescimento e desenvolvimento (TAIZ e ZEIGER, 1991). Tém funcdo ecoldgica, isto €,

no relacionamento da planta com o ambiente que a envolve (MARTINS et al., 1994).
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Portanto, estes metabdlitos protegem contra herbivoros e ataques de fungos ou pragas,
como também atraem polinizadores e sdo agentes de competicdo planta-planta
(GERSHENZON, 1984).

Os metabdlitos especiais ou secundérios tém algumas caracteristicas basicas. sdo a
expressdo da individualidade quimica dos individuos, diferindo entre espécies, qualitativa e
guantitativamente, e sdo produzidos em pequenas quantidades (MARTINS et al. (1994).
Estas substancias sdo sintetizadas mediante estimul os especificos, por isso a regulacéo dos
metabdlitos secundarios depende da base genética da planta responder a estimulos internos
ou externos e dos estimulos em momento apropriado.

Os metabdlitos secundérios ou especiais podem ser divididos em trés grupos
principais, isto €, terpendides, compostos fendlicos e compostos nitrogenados. Os
compostos fendlicos sdo sintetizados a partir da rota do &cido chiquimico e do acetato, via
acido mevaldnico, portanto, de origem mista. Os terpendides sdo sintetizados a partir do
acetil CoA, rota do acido meval6nico; ja os compostos nitrogenados, como os alcaldides,

s80 sintetizados a partir de aminoacidos.

2.2 - FlavonGides e sua importancia

Os flavondides tém o esquel eto basico contituido de dois anéis conectados por uma
ponte de trés atomos de carbono, resultante de rotas biossintéticas separadas. a do &cido
chiguimico e a do acetato, via é&cido malénico (MANN, 1987; DIXON, 1995). A primeira
origina fenilalanina, o precursor do acido cinamico, responsavel pelo anel aromético B, e a
ponte de trés carbonos. A segunda, resulta o anel A do esqueleto basico dos flavondides.

O esguema da biossintese de flavondides, em particular de demetilwedel olactona e
de wedel ol actona presentes em abundancia em Eclipta alba (H.) Hassk esté representado na
Figura 1.

Varias funcdes sdo atribuidas aos flavonoides nas plantas, destacando-se: proteger
0S vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, além da protecdo contra
insetos, fungos, virus e bactérias, atrair animais com a finalidade de polinizac&o;
antioxidantes; controle da acéo de horménios vegetais; e- agentes alelopéticos e inibi¢cdo de
enzimas (SIMOES et al., 2000).
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Figura 1 - Rota biossintética e estrutura dos i soflavonoides demetilwedel ol actona e wedel ol actona, mostrando
osanéis A e B, oriundos das rotas do écido chiquimico e do acetato respectivamente. Adaptado de

DIXON e PAIVA (1995) e MANN (1987).
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Os flavondides podem ser utilizados como marcadores taxondmicos pelas seguintes
razdes. ha abundancia relativa, em quase todo o reino vegetal; sdo especificos, em algumas
espécies, ha relativa facilidade de identificagdo; possuem a relativa estabilidade e seu
acumulo ocorre menor influéncia do meio ambiente. Como extensdo destas aplicacOes,
podem ser utilizados na determinacédo do parentesco de hibridos e como marcador quimico
de novos cultivares.

Conforme SIMOES et al., (2000), o interesse econdmico dos flavondides é
decorrente de suas propriedades como, por exemplo, as cores que possuem, suaimportancia
no processo de tanagem do couro, na fermentacéo do ch&da-india, na manufatura do cacau,
assim como na nutricdo e sabor dos aimentos. Além disso, possuem também importancia
farmacol6gica, como anticarcinogénico, antiinflamatério, antialérgico, antiulcerogénico,
antivirail, dentre outros.

Mais de 4.200 flavondides sdo conhecidos, sendo que o nimero de novas estruturas
identificadas praticamente dobrou, nos Ultimos vinte anos.

Na Tabela 1 estdo as principais classes de flavondides e o resumo de suas

propriedades biol dgicas mais importantes.

Tabelal - Classe de flavondides e algumas caracteristicas conhecidas.

NUmero aproximado de

Classes estruturas conhecidas Caracteristica
Flavonas, flavondis e seus 1660 Copigmentacao em flores; protetores
O-heterosideos contraraios UV nas folhas
C-heterosideos 303
Antocianos 256 Pigmentacdo do vermelho até o azul
Chalconas 197 Pigmentacdo amarela
Auronas 29 Pigmentacdo amarela
Di-hidro-flavonéis 110 Estéo presentes frequentemente em

tecidos de madeira
Flavanonas 319 Podem apresentar sabor amargo
Di-hidro-chalconas 71 Podem apresentar sabor amargo
Flavanas, 309 Substancias adstringentes com
leucoantocianidinas e propriedades tanantes
proantocianidinas
| soflavonoides 630 Propriedades estrogénicas e,ou
antifingicas
Neoflavonoides 70
Biflavondides 134 Propriedades antifingicas
Outras estruturas 100
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No banco de dados da Fundacdo Brasileira de Plantas Medicinais, a familia
Asteraceae esta entre as mais estudadas quanto, aa atividade antitumoral, e também entre as
familias mais estudadas como toxicas (SANTOS e ELISABETSKY, 1999).

2.3. Influéncia das condicdes edaficas sobre os principios ativos

Em geral, em plantas portadoras de alcaldides, que foram estudadas quanto a
nutricdo mineral, exemplificadas pela Atropa belladona, Hyoscyamus niger, Datura
stramonium, Datura innoxia e Nicotiana sp, aportes nitrogenados na forma inorganica, ou
organica (esterco), promoveram aumento significativativo dos teores de alcadides
(DUARTE, 1984). Entretanto, em Lobelia inflata, o nitrogénio reduziu drasticamente o teor
de acaldides totais. DUARTE (1984), estudando a influéncia de dois tipos de solo, isto &,
litossolo e latossolo sobre a producéo de alcaléides em plantas de confrel (Symphytum sp.),
observou variagdo qualitativa e quantitativa no conteido dos alcal 6ides.

UTUMI et al. (1999) verificaram que a deficiéncia de macronutrientes K, Cae S no
solo reduziru significativamente, o teor de esteviosideo em Sevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni.

O pH do solo, na dafaixa de 4,2-5,6, causou diferenca significativa na concentragéo
de wedelolactona e demetilwedelolactona da parte aérea de Eclipta alba; desta forma, o
principio ativo diminuiu com o aumento do pH (PEREIRA, 1997). A deficiéncia de Ca
diminuiu, drasticamente, a producdo de esteviosideo nas folhas de Sevia rebaudiana
(Bert.) Bertoni, no experimento conduzido em solucdo nutritiva e em casa-de-vegetacdo
(LIMA FILHO et al., 1997).

2.4. Efeito da irradiancia nos car acter es vegetativos e fitoquimicos em plantas

medicinais

Conforme MELGUES e SONNET (1983), os principais fatores responsaveis pela
producdo de matéria seca sdo a area foliar, a taxa fotossintética, a respirag@o e a radiagdo
incidente. Desde que fatores como a &gua, nutrientes minerais e outros nao sgam

limitantes, a principal caracteristica do meio ambiente, que influencia a produtividade é a
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radiacdo solar. Considera-se que este fator tem grande importancia, porgue influencia ataxa
assimilatérialiquida, aareafoliar e arespiragdo. Portanto, aintensidade de luz, a respectiva
gualidade e o tempo de exposicao estdo, diretamente, relacionados ao desenvolvimento da
planta. Ha tendéncia geral para que o acimulo de matéria seca, em 6érgaos, diminua com o
aumento de sombreamento. Entretanto, as caracteristicas peculiares, morfoldgicas,
fisiolégicas e bioquimicas das espécies, determinam as diversas respostas as condi¢des de
luminosidade (MCFARLANE, 1978).

As plantas, em geral, possuem limites de ‘tolerancia’ a diversos fatores relacionados
com o clima e com o solo; para algumas plantas aromaticas e medicinais, esses limites de
tolerancia séo amplos (HERTWIG, 1986).

A influéncia ocorre de forma direta, ou indireta, na producdo de farmacos e nos
diversos fenémenos fisiologicos do vegeta. As dteracbes sdo tanto morfoldgicas e
anatébmicas quanto fisiologicas e quimicas. A maior exposi¢ao de luz solar pode implicar
em maior temperatura e fotossintese, aumentando a producdo de metabdlitos secundérios e
primarios, dentro dos limites de cada espécie (MARTINS et al., 1994). Em Justicia
pectoralis houve maior producéo de cumarinas nas plantas expostas a 100% de radiagéo,
comparadas as plantas submetidas a apenas 65% de radiacéo solar (BARROS et al., 1994).
No entanto, a alta umidade e a radiacdo excessiva reduziram o teor de acadides em
beladona (Atropa belladona). De acordo com BROWN JR (1988), em plantas submetidas a
luz intensa, ocorre aumento pronunciado na produtividade de substancias secundarias.

CASTELLANI (1997) trabalhando com Tropaeolum majus (L.), ndo detectou
diferenca estatistica entre quatro niveis de sombreamento (0%, 30%, 50% e 70%), quanto a
producdo de &cido erdcico; entretanto, verificou que as plantas submetidas a radiacéo solar
do ambiente (0% de sombreamento) produziram, em média, mais écido ercico.

Estudos de LI et al. (1996) confirmaram que altos niveis de radiacdo aumentam a
producdo de 6leo essencial em Thymus vulgaris, Anethum graveolens, Mentha piperita,
Ocimum sp. e Matricaria recutita.

A producdo de esteviosideo em Sevia rebaudiana (Bert.) Bertoni € bastante afetada
pelo fotoperiodo. Em dias longos, comparado com dias curtos, a producdo do edulcorante é

dobrada em 72 g/kg de tecido foliar seco, comparado com somente 36 g/kg em dias curtos.
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A proporcdo de esteviosideo nos aclcares solUveis totais também aumenta
significativamente de 29%, em dias curtos, para 40% em dias longos (VIANA, 1981).
CARVALHO (2001) obteve maior producdo de partenolideo em Tanacetum

parthenium, quando crescido, em ambiente com altairradiancia.

2.5. Plasticidade fenotipica

A plasticidade fenotipica € a habilidade do genétipo em produzir fendtipos
especificos, dependendo do contexto ambiental, significando que os efeitos genéticos e
ambientais ndo sdo independentes, pois as respostas fenotipicas dos gendtipos podem
diferir segundo as variagbes ambientais (SCHEINER, 1993).

Dependendo do ambiente, o genétipo pode apresentar fendtipos variaveis quanto as
caracteristicas morfolégicas ou quimicas. Os efeitos ambientais podem dterar as
caracteristicas morfolégicas (plasticidade morfolégica) e a concentracdo dos constituintes
ativos (plasticidade fisiolégica) (BRADSHAW, 1965) das plantas medicinais e estas
modificagdes podem afetar suas propriedades medicinais (KAMADA et al., 1999) e
colocé | as fora das especificagdes farmacéuticas (TRENTINI, 1997).

O estudo da interacdo gendtipo x ambiente e da plasticidade fenotipica assumem
grande importancia devido a sua aplicabilidade no plangjamento de estratégias, pelos
melhoristas, significando aproveitar a flexibilidade dos gendtipos em resposta as variaveis
ambientais, objetivando melhores combinagOes. Apesar da escassa disponibilidade de
estudo sobre a interacdo gendtipo x ambiente e plasticidade fenotipica em plantas
medicinais, estes conhecimentos sdo essenciais para assegurar uniformidade de producéo.
A importancia desta caracteristica esta na garantia da matéria fresca e,ou seca destinada ao
uso in natura, assim como matéria-prima confiavel quanto aos fitof&rmacos destinados a
industria de medicamentos (OLIVEIRA et al., 2001; KAMADA et al., 1999).

A concentracdo das substancias bioativas nas plantas pode ser, ou ndo, aterada por
fatores bidticos e abidticos do meio ambiente. Os fatores bidticos sGo expressos pelas
interacOes entre individuos, tais como a alelopatia, simbiose, parasita-hospedeiro, etc. Os
fatores abidticos sdo expressos pelas condi¢bes climaticas (luz, temperatura, umidade,

pluviosidade, altitude, latitude, longitude) e edéficas (composi¢ao, tipo e textura do solo) as
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guais séo submetidas, durante seu crescimento e desenvolvimento (GERSHENZON, 1984).
Pelo exposto, o conhecimento da interacdo gendtipo x ambiente e plasticidade fenotipica,
em plantas medicinais, é de grande importancia, pois permite determinar 0 meio mais
adequado e estével de producdo dos principios ativos de interesse.

Dessa forma, 0 ambiente possui importancia primordial na ado¢cdo de qualquer
planta como medicinal. Muitos fatores ambientais influenciam o metabolismo e dentre eles
estdo as condigbes edéficas, cuja variacdo implica, principamente, em diferencas de
nutrientes disponiveis na biossintese dos metabolitos secundérios, e dessa forma pode
variar o uso de acordo com procedéncia. Os estudos da influéncia das condi¢des edéficas

sobre 0s compostos metabolicamente ativos sdo muito contraditérios e incipientes.

2.5.1. Caracteristicas plasticas morfol6gicas e quimicas

O grau de plasticidade pode estar relacionado a forma de desenvolvimento dos
caracteres (BRADSHAW, 1965). Os caracteres formados durante longo periodo de
crescimento, tais como altura, nimero de folhas e matéria seca total estdo mais sujeitos a
influéncia ambiental e, consequentemente, espera-se maior variagdo fenotipica, ou segja, sdo
mais plasticas, quando comparadas com 0s caracteres desenvolvidos rapidamente, como
estruturas reprodutivas e o0s demais caracteres formados durante os estédios de
desenvolvimento (SANTOS, 1990). Sabe-se que caracteristicas evolutivas responsaveis
pela perpetuacdo da espécie, como estruturas reprodutivas, devem ser conservadas afim de
nao comprometer a sobrevivéncia da espécie, por isso, € de se esperar baixa plasticidade no
florescimento (SCHLICHTING e LEVIN, 1984).

Varios trabalhos tém demonstrado que a biomassa da parte aérea vegetal € a mais
plastica, a atura da planta é de plasticidade mediana; enquanto, largura e comprimento da
folha sdo de baixa plasticidade (SCHLICHTING e LEVIN, 1984; GUREVITCH, 1988;
KAMADA et al., 1999).

OLIVEIRA (2001), trabahando com 6 gend¢tipos de Bidens pilosa crescidos em
guatro altitudes e colhidos em quatro épocas concluiu que a altitude influencia os caracteres

morfométricos e quimicos, e que a magnitude e o padréo de plasticidade eram, especificos
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em cada gendtipo, podendo diferir nas épocas de colheita. Nas caracteristicas

morfométricas, estimou-se que cerca de 83% da variagao foi devido a efeito da atitude.

2.5.2. Medidas de plasticidade

Héa muitos métodos de quantificacdo da plasticidade. As estimativas tornam-se mais
precisas quanto menor for a variagdo genética dentro do tratamento. Por meio de esperancas
de quadrado médio, pode-se estimar a variancia do tratamento, a qual, sendo significativa
(teste F), indica que o carater em questao é plastico (SCHLICHTING, 1986). Com a andlise
de variancia conjunta, pode-se comparar a plasticidade de dois ou mais gendétipos
cultivados em diferentes ambientes. Dessa andlise, podem-se separar trés componentes
principais de variagdo: variancia atribuida ao gendtipo, variancia atribuida aos ambientes e
variancia atribuida a interacdo gendtipo x ambiente. A variancia ambiental e a interacéo
resultam de resposta plastica. O termo de interacdo significativo indica que ndo somente ha
plasticidade, como também diferencas de plasticidade entre gendtipos. Este termo pode ser
significativo, mesmo quando o ambiente ndo o € (SANTOS, 1990).

A plasticidade possui dois componentes de resposta pléastica, ou sgja, a magnitude
de resposta e o padrdo de plasticidade. A resposta plastica € obtida, quando se analisam
dois ou mais gendtipos em mais de um ambiente. A intensidade da plasticidade observada
nesses ambientes € denominada ‘magnitude de resposta plastica. Ao comparar O
comportamento entre os individuos, obtém-se concordancia ou discordancia de resposta,
sendo denominado ‘padrdo de plasticidade’. O controle das respostas € genético e é
modificavel pelo processo de crescimento, ou desenvolvimento, vegetal e pela selecdo
(BRADSHAW, 1965; SCHEINER, 1993; KAMADA et al., 1999).

O indice de determinac&o ambiental (1&°) foi utilizado por KAMADA (1998) como
estimador da propor¢do de variacdo total atribuida ao efeito de ambiente, sendo que seus
valores podem ser positivos ou negativos. Quando positivos e atos, significa que ha intensa
plasticidade, quando baixos ou negativos significa que a intensidade de plasticidade é
peguena ou nula, ou sgja, ha pouca influéncia do ambiente sobre a caracteristica.

SCHLINCHTING e LEVIN (1984), estudando a planta anual Phlox, estimaram a
magnitude da plasticidade fenotipica em coeficiente de variacdo ambienta (CVa) e

86



classificaram em magnitude alta, CVa > 20%, média, CVa entre 10 e 20%, e baixa, CVa
<10%. KAMADA et al. (1999) adotaram esta classificagdo, ao estudar a plasticidade
fenotipica de trés acessos de manjericdo (Ocimum spp.): manjericdo-branco, manjericéo-
roxo e basilicéo. Nesse trabalho, foram testadas adubacGes quimicas e organicas, sendo a
plasticidade estimada pelos caracteres dos 6leos essenciais, ou sga, teor, composicao
guimica e concentracbes do terpinoleno e eugenol. Os vaores da plasticidade foram
estimados pelo coeficiente de variagdo ambiental (CVa) e indice de determinacdo ambiental
(1a9). O CVa foi utilizado na estimacd da magnitude de plasticidade e o 1% na
representacdo da proporcao de variagdo total atribuida ao efeito ambiental. O CVa indicou
magnitude média e o 1a? demonstrou que o ambiente teve grande influéncia na variacéo
total.

Visando conhecer os fatores ambientais e genéticos, que influenciam a producédo das
espécies medicinais, KAMADA (1998) estudou a plasticidade fenotipica da morfologia de
trés acessos de manjericao(Ocimum spp.), isto €, manjericdo-branco, manjericao-roxo e
basilicdo, que foram crescidos em quatro ambientes de adubacdo: 1) sem adubagéo; 2)
adubacdo orgéanica; 3) adubacdo quimica; e 4) adubacdo quimica e orgénica. Nesse
trabalho, utilizou-se como parametro a andlise da variacdo morfol gica frente aos niveis de
adubacdo. Os valores de plasticidade foram estimados, por meio do coeficiente de variagdo
ambiental (CVa) e indice de determinacdo ambienta (Ia°). O CVa foi utilizado na
estimagdo da magnitude de plasticidade e o 1&® na representacéo da proporcdo de variagdo
total atribuida ao efeito ambiental. O autor concluiu que os efeitos da plasticidade foram
relevantes na producdo de biomassa (matéria seca). Observou que, NOS acessos que
floriram, isto € manjericdo-branco e basilicdo, os vaores de plasticidade foram
semel hantes, enquanto o manjericao-roxo, que ndo floresceu, foi 0 que demonstrou maiores
magnitudes de plasticidade nos caracteres, concluindo que os efeitos ambientais sobre o

crescimento e desenvolvimento foram especificos em cada acesso.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Identificacdo dos genétipos

A interacdo gendtipo x ambiente e plasticidade fenotipica foram estudadas em trés
gendtipos de Eclipta alba, obtidos nas regides urbana e rural de Vigosa — MG. Os trés
gendtipos foram selecionados conforme grupos divergentes, detectados por meio da andlise
isoenzimética (Capitulo 1). Dados morfoldgicos (Capitulo 2) também colaboraram na
escolha dos gendtipos. Desta forma, os gendtipos A e C pertencem as plantasdo tipo B e A
(Capitulo  2), respectivamente. O gendétipo B foi identificado, apl6s as analises
isoenziméticas, sendo que o melhor sistema, que permitiu a distingdo entre os gendtipos, foi
a esterase. Utilizando apenas os locos Estl e Est3 do sistema isoenzimatico esterase, foi

possivel separar os trés gendtipos, conforme apresentado no Quadro 1 e Figura 1.

Quadro 1 - Caracterizacdo dos trés gendtipos de Eclipta alba, por meio dos locos Estl e
Est3 do sistemaisoenzimatico esterase

GENOTIPO Est 1 Est 3
A Escuro 2 bandas
B Intermediario 3 bandas
C Claro 2 bandas
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Figura 1 - Imagem do gel mostrando as diferencas entre os trés gendtipos de Eclipta alba
(gendtipos A, B, C) no sistema isoenzimético esterase (EST).

3.2 - Multiplicagdo das plantas

Os trés gendtipos foram multiplicados por meio de propagacdo vegetativa via
estacas de uma Unica planta, objetivando & obtencdo de plantas suficientes a realizacéo do
experimento. Foram originados trés conjuntos de plantas geneticamente homogéneas.
Estacas com duas gemas laterais foram enraizadas em substrato de areia em caixas plésticas
de 15 cm de dtura, irrigadas diariamente, duas vezes por dia. Apds 15 dias, as estacas

enraizadas foram transplantadas para vasos definitivos com 7 litros de capacidade..

3.3 - Conducéo do experimento

O experimento foi conduzido no periodo de 13 de fevereiro a 13 de abril de 2001,
na Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vicosa - MG, localizada na Zona da Mata,
em 20°45 de latitude sul e 42°51' de longitude oeste, com altitude de 651 m.

O experimento foi instalado no esquema fatorial 3x2 (3 gendtipos e 2 tipos de

substratos), no delineamento em blocos casualizados com 4 repeticoes, em duas condicoes,
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isto € em casa-de-vegetacdo e a pleno sol, sendo considerado condicdo ambiente. Cada
parcela foi constituida por dois vasos plasticos de 7 litros de capacidade, preenchidos pelos
substratos previamente analisados em termos de fertilidade. Cada vaso continha apenas
uma planta e recebeu 250 mL de &gua natural de dois em dois dias, durante todo o
experimento.

O experimento instalado em casa-de-vegetacéo foi mantido sob tela sombrite 30%,
e aguele em condic¢éo ambiente em pleno sol. Em ambos, os vasos ficaram sobre uma mesa
ripada e forrada com filme plastico. Em todo o texto o experimento instalado em casa-de-
vegetacdo e aquele a pleno sol foram denominados em condicdo de: casa-de-vegetacdo
(CV) e ambiente (AMB), respectivamente. Os substratos testados foram solo (S) coletado
em Vicosa— MG e solo + humus de minhoca (H) na proporcéo 3:1. Assim, cada gen6tipo
foi avaliado nas seguintes condicoes:
1- solo (S) e casa-de-vegetacdo com tela sombrite de 30% (CV);
2- solo com humus de minhoca (H) e casa-de-vegetacdo com tela sombrite de 30% (CV);
3- solo (S) e em condicdo ambiente, 100% de irradiancia (AMB);

4- solo com humus de minhoca (H) e em condic&o ambiente, 100% de irradiancia (AMB).

3.4 - Caracteres avaliados e coleta dos dados

A avaliacdo dos caracteres foi realizada, durante a fase de crescimento e apés a
coleta das plantas. A coleta ocorreu 60 dias apds o transplante, quando as plantas ja
encontravam-se totalmente floridas. Foram avaliados os caracteres morfol dgicos (altura da
planta, nUmero de folhas, peso da matéria fresca total, peso da matéria seca total, peso da
matéria fresca da parte aérea, peso da matéria seca da parte aérea, peso da matéria fresca da
raiz e peso da matéria seca da raiz) e fitogquimicos (contetido de demetilwedelolactona e
wedelolactona).

3.4.1. — Caracteresmorfométricos

1- Altura (ALT)- amedida foi tomada em cm, a partir do nivel do solo até o primeiro par

de folhas dainflorescéncia mais dta.
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2-
3-

Numero de folhas (NF) - contagem de todas as folhas, inclusive as secas.

Peso da matéria fresca - as plantas foram colhidas no periodo da manha e pesadas em
balanca semi-analitica. Os valores foram expressos em gramas. O peso da matéria
fresca das partes foi obtido, apos a separacdo das plantas em parte aérea e raizes.

Peso da matéria seca - apOs a obtencdo da matéria fresca total, as amostras foram
submetidas a secagem lenta, durante 15 dias em sala de secagem, protegida contra a
incidéncia de luz e com baixa umidade até a obtencdo de massa constante. O controle
da baixa umidade foi feito por meio de desumidificadores de ar. A temperatura da sala
manteve-se entre 30-50° C. As medidas dos pesos foram obtidas em balanca semi-
analitica e os valores foram expressos em gramas. As plantas secas foram armazenadas
em saco de papel até o momento da moagem na sala de armazenamento de plantas
medicinais do Grupo Entre Folhas, na Vila Gianetti em Vigosa— MG, na Universidade
Federal de Vigosa

3.4.2. Caracteresfitoquimicos

Na quantificacdo do contelido de demetilwedelolactona e wedelolactona, cada

amostra foi moida, separadamente, e armazenada em potes de polietileno. A extracdo dos

principios ativos foi realizada no Laboratério de Andlise e Sintese de Agroquimicos
(LASA) do Departamento de Quimica da UFV e Laboratorio de Quimica de Produtos
Naturais da Universidade de Ribeiréo Preto (UNAERP). As injeges foram feitas no

aparelho de cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE) da Universidade de Ribeirdo
Preto (UNAERP), no periodo de julho a setembro de 2001.

3.4.2.1. Metodologia de extracéo dos principios ativos e sua quantificacéo

A metodologia de extracdo e quantificacdo dos principios ativos baseou-se nos

procedimentos propostos por PEREIRA (2000)™.

'PEREIRA, P.S. (2000). Ribeiréo Preto. UNAERP. (Dados n&o publicados)
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Utilizaram-se 200 mg de matéria seca e moida, que foram submetidas a extracéo
com 5 mL de metanol, em ultrassom por 1 hora. O extrato foi filtrado e o solvente
evaporado. ApOs evaporacdo do solvente, adicionaram-se 2 mL da mistura metanol/agua
(2:1) e 2 mL de hexano e agitou-se. A fase hexanica foi descartada e a fase hidroalcodlica
foram adicionados 2 mL de hexano e agitado novamente. A fase hexanicafoi desprezada.

A fase hidroalcodlica foram adicionados | mL de égua destilada e 2 mL de acetato
de etila. Agitou-se e esperou-se a formagdo de fases, quando, entdo, retirou-se a fase
inferior que foi submetida a particdo por duas vezes com 2 mL de acetato de etila. As fases
em acetato de etilaforam agrupadas e o solvente evaporado a temperatura ambiente.

Utilizou-se o cromatégrafo Shimadzu (Mod. LC — 10 AD) com injetor manual
(Mod. 7725i) e detector de arranjo de diiodo (Mod. SPD-M10 A), operando na faixa de 200
a 400 nm. A coluna foi de fase reversa (Supelcosil LC-18, 25cm x 4,6mm, tamanho de
particulade 5 mm) A fase movel foi MeOH:H,0 (0,5% éacido acético) e fluxo de | mL/min.

Na quantificagdo, foram feitas curvas de calibragdo, usando-se padroes de
wedelolactona (tr= 16,0) e demetilwedelolactona (tg= 8,0) isolado da parte vegetativa de
Eclipta alba e identificado por comparagdes com amostras (CCDC-Cromatografia em
Camada Delgada Comparativa, RMN *H e *3C), usando detector fixado em 254 nm. A
curva de calibragdo foi desenvolvida, com amostras diluidas do composto padréo de
demetilwedel olactona e wedel ol actona na faixa de 0,013-1,887 mg/mL.

As amostras foram analisadas em duplicatas e os resultados dos conteldos de
demetilwedel olactona e wedelolactona foram expressos em miligramas do principio ativo,
por grama de matéria seca.

3.5- Andlises estatisticas
3.5.1 - Andlisesde variancia da interacgéo genétipo x ambiente

Foram realizadas andlises de variancia individual e conjunta dos experimentos
segundo os procedimentos usuais e conforme a estrutura definida no delineamento adotado,

ou sgja, esquema fatorial 3x2 (trés gendtipos e dois tipos de substrato) instalado no

delineamento em blocos casualizados com quatro repeticdes, em dois locais.

92



Essas andlises permitiram conhecer a significancia dos efeitos principais { condicéo
(E) (casa-de-vegetacdo e ambiente), gendtipos (G) e tipos de substratos (S)} e os efeitos da
interacdo {(ExG), (ExS), (GxS) e (ExGxS)}; utilizou-se o teste de Tukey e nivel de

significancia de 5%.
3.5.2 - Analises da plasticidade fenotipica

No estudo sobre a plasticidade fenotipica, desconsiderou-se a estrutura utilizada e
considerou-se cada condicdo ambiente proveniente da combinacdo de dois experimentos
(dentro e fora da casa-de-vegetacdo) e dois substratos (solo e solo+humus) como sendo
quatro tratamentos para cada genétipo separadamente. Essa manipulagcdo foi necessaria
para se obter a média, 0 quadrado médio de ambiente e o quadrado médio de residuo para
cada um dos gendtipos, isoladamente, os quais foram utilizados na determinacdo do
coeficiente de variagdo ambiental (CVa) e do indice de determinagdo ambiental (1&9).

Sob estas consideragdes, 0s esguemas das andlises de variancia e sua respectiva
E(QM) podem ser observados no Quadro 2.

Quadro 2- Andlise de variancia para estudo da plasticidade fenotipica com seu

respectivo E(QM)
FV. GL. QM. E(QM)
Ambiente al OMA s2 +1fa
Residuo (a)r QMR s?
Total ar-1

a= numero de ambientes, r = repeticéo

em que
s? = componente de variancia dos efeitos do ambiente entre parcelas dos experimentos; e

f A = componente quadratico associado aos efeitos do ambiente .
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3.5.2.1- Estimadoresda plasticidade

A plasticidade dos gendtipos em relacdo ao ambiente foi discutida, considerando-se
o coeficiente de variagdo ambiental (CVa) e o indice de determinagio ambiental (1&9).

O coeficiente de variagdo ambiental (CVa) determina, em valores percentuais, a
magnitude da resposta pléstica. O estimador de CVa por genétipo é dado pela expressao,
apresentada por SCHLICHTING e LEVIN (1984), como se segue

CVa, = Sg(_’_‘) 100="Y Q'\)/'?A/ %100

em que
CVa= coeficiente de variagéo ambiental do gen6tipo i;
S( X ) = desvio-padréo da média dos ambientes;

X = médiagera do genétipoi;

QMA = quadrado médio dos ambientes; e

b = nimero de repeticbes em cada ambiente.

Utilizou-se a classificagdo proposta por SCHLICHTING e LEVIN (1984), em que
valores de CVa maiores que 20% € considerado alto, médio para valores entre 10 e 20% e
baixo se for menor que 10%.

O indice de determinacdo ambiental (1a°) representa o efeito ambiental, em relagdo a
proporc¢ao total da variacdo, cujo estimador € dado pela expressio

la? = QMA - QMR
QMA
em que
| = indice de determinacdo ambiental;
QMA = quadrado médio do ambiente; e
QMR = quadrado médio do residuo.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Andlise quimica dos substratos

O resultado da andlise quimica dos substratos, utilizados nos experimentos,
encontra-se no Quadro 3. No substrato 1 (solo), observaram-se baixos niveis dos nutrientes
potéssio, calcio, magnésio, excesso de auminio e H+AIl e 4,37 dag/kg de matéria organica.
No substrato 2 (solo+humus) foram detectados maiores teores desses nutrientes, altos
niveis de H+Al; 7,73 dag/kg de matéria organica e 456,00 mg/dm® de fésforo. Estas
diferencas eram desgadas para detectar os efeitos do substrato sobre a producéo dos

principios ativos e as caracteristicas morfométricas.
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Quadro 3 - Resultado das andlises quimicas dos substratos (1 = solo e 2 = solo+humus )
utilizados nos estudos de plasticidade fenotipica nas condi¢cbes de casa-de-
vegetacdo e ambiente

mg/dm® cmol/dm® (%) dag/kg

Amostra | pH (H,0) P K| Ca& Mg™ AP H+Al SB () (T)| V m MO
) 4.4 261 33/065 023 110 7,26 096 206 822|117 534| 437
(2) 57 4560 53|545 330 020 660 889 909 1549|574 22| 773

pH em &gua, KCI e CaCl, —relagéo 1:25.

P e K —extrator Mehlich 1.

Ca, Mg e Al —extrator: KCl —1 mol/l.

H + Al — extrator acetato de célcio 0,5 mol/l —pH 7,0.

SB = soma de bases trocaveis.

(t) = capacidade de troca catiénica efetiva.

(T) = capacidade de troca catidnicaa pH 7,0.

V = indice de saturagdo de bases.

m = indice de saturacdo de aluminio.

MO = matéria organica= C. org. x 1,724 — Walkley-Back.

4.2 — Analises dainteracdo gendtipo x ambiente

4.2.1 — Efeitos principais

No Quadro 4, pode ser verificado o efeito significativo de genétipo, quanto as
caracteristicas: altura da planta, nUmero de folhas por planta, peso da matéria frescadaraiz,
peso da matéria seca daraiz, peso da matéria secatotal e contelido de demetilwedel olactona
e wedelolactona na parte aérea. O contelido de wedelolactona na raiz foi insuficiente para
realizacdo das andlises estatisticas, pois, apresentou apenas quantidades-traco. No Quadro
5, nos gendtipos A e B, observaram-se as maiores médias do peso de matéria seca total e
demetilwedelolactona na parte aérea. No Quadro 4, observa-se que altura da planta foi a
Unica caracteristica para a qual ndo houve interacdo, enquanto, no Quadro 5, a maior atura
foi detectada nos genétipos A e B, no substrato adicionado de humus e desenvolvido dentro
da casa-de-vegetacdo. SAMPIETRO e SAMPIETRO (2000), avaliando gendtipos de Stevia
rebaudiana (Bert.) Bertoni oriundos de estacas, nos substratos vermiculita + humus de
minhoca (1:1) e turfa + humus de minhoca (1:1), encontraram diferencas significativas,

entre gendtipos, quanto ao conteido de esteviosideo.
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Quadro 4 - Resumo da andlise de variancia conjunta para os caracteres: atura de plantas (altura), nimero de folhas (n° folhas), peso da
matéria fresca da raiz (PMFR), peso da matéria seca da raiz (PMSR), peso da matéria fresca da parte aérea (PMFA) e peso da
matéria seca da parte aérea (PM SA), média gera e os respectivos coeficientes de variacdo

Quadrados médios
Fv GL Altura N° folhas PMFR PMSR PMFA PMSA
Bloco/exp. 6 28,8852 ns 4.783,1041 " 10,2295 s 0,3081 s 136,9935 ns 4,8571"
Genttipos (G) 2 825,6643 ™" 7.313,6875 ** 45,3297 * 2,7974™ 126,6188 s 4,8637 s
Solos (S) 1 7.887,3767 ** 463.936,6875 " 675,3000 ** 15,6066 ** 65.743,0836 ** 1.903,4823 **
Exp. (E) 1 4.686,6768 ** 254.771,0283 ** 1.088,3265 ** 16,0661 ™ 1,4770 ns 266,6333 ™"
GxS 2 67,5081 ns 111,8125 s 9,4202 s 0,0816 s 832,3860 ** 4,4179 s
GxE 2 88,5081 ns 1.083,7708 ns 19,7834 s 1,3184 " 48,5850 ns 1,4806 "s
SxE 1 48768  178.974,1875 " 242,4603 ** 6,3875 " 771,3636 ** 269,5638 **
GXxSxE 2 26,5768 s 1.218,0625 ns 18,6120 s 0,7531 ™ 55,0961 ns 0,2403 s
Residuo 30 38,5335 1.030,7875 8,8179 0,1353 87,3970 1,5836
CV (%) 11,36 18,67 26,95 22,85 17,97 14,52
Média 54,63 171,93 11,01 1,61 52,01 8,66

* ** Eggnificativo ao nivel de 5 e 1%, respectivamente.

ns F ndo significativo.
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Quadro 4 - continuagdo: Resumo da andlise de variancia conjunta para os caracteres. peso da matéria fresca total (PMFT), contetdo de
demetilwedelolactona na raiz (DW-R) mg/g de matéria seca, conteldo de demetilwedelolactona na parte aérea
(DW-A) ) mg/g de matéria seca, contelido de wedelolactona na parte aérea (W-A) mg/g de matéria seca, média

geral e os respectivos coeficientes de variagdo

Quadrados médios
FV GL PMFT PMST DW-R DW-A W-A
Bloco/exp. 6 174,3400 ns 7,1886 * 0,1481 ns 0,1496 ns 0,2201 rs
Gendtipos (G) 2 119,5380 "s 13,8603 * 0,9594 ns 1,7362 ** 28,6826 "
Solos () 1 79.850,5045 ** 2.266,4131 ** 1,9844 * 0,5551 ** 8,2519 ™
Exp. (E) 1 1.159,5468 ** 412,8374 ** 6,9838 ** 3,5620 ** 1,9928 **
GxS 2 1.012,4874 ** 5,6815 ns 1,3028 * 0,0126 ns 0,6975 *
GxE 2 63,0788 ns 3,0892 ns 3,5094 ** 0,0115 ns 0,9546 *
SxE 1 1.870,0033 ** 356,2665 " 0,2633 s 0,4582 * 0,5028 ns
GxSxE 2 112,3444 rs 1,0083 ns 2,0464 ** 0,0894 ns 0,5724 rs
Residuo 30 120,2615 2,1029 0,3267 0,0648 0,1849
CV (%) 17,39 14,09 35,55 18,56 20,89
Média 63,04 10,28 1,59 1,37 2,06

* ** Egignificativo ao nivel de 5 e 1%, respectivamente.
ns F ndo significativo.
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Quadro 5 — Valores médios dos efeito principais para: altura de plantas (altura), nimero de
folhas (n° folhas), peso (g) da matéria fresca da raiz (PMFR), peso (g) da
matéria secadaraiz (PMSR), peso (g) da matéria fresca da parte aérea (PMFA)
e peso (g)da matéria seca da parte aérea (PMSA), peso (g) da matéria fresca
total (PMFTo), contelido (mg/g de ms) de demetilwedelolactona na raiz (DW-
R), conteldo (mg/g ms) de demetilwedelolactona na parte aérea (DW-A),
contetido (mg/g ms) de wedelolactona na parte aérea (WA)

Médias
Efeitos Tipos Altura N° Folhas PMFR PMSA PMSTo DW-A
Condicdo  casade-vegetagdo 64,51 A
ambiente 44,75 B
Substratos  solo 41818
solo + humus 67,45 A
Gendtipos A 60,56 A 170,00 AB 11,47 AB 8,70 AB  1063A 1,71 A
B 56,68 A 194,00 A 1242 A 9,19 A 10,98A 1,33 B
C 46,64B 151,00 B 9,15 B 8,09 B 922B 106C

Médias seguidas de mesma letra na coluna e dentro de cada efeito principal ndo diferem estatisticamente ao
nivel de 5% pelo teste de Tukey.

No Quadro 4, observa-se que, em relacdo aos tipos de substratos usados no
experimento, houve efeito significativo em todas as caracteres morfométricos e
fitoquimicos.

Conforme BROWN (1988), os compostos fendlicos totais, nas plantas crescidas
com fata de nutrientes, respondem quimicamente aumentando os principios ativos, fato
este constatado no presente experimento. Fato semelhante também ocorreu com Lippia alba
(Mill.) N.E.Br. Segundo MING (1998), o aumento da adubacdo provocou decréscimo no
teor de Oleo essencial, ou sgja, 0 6leo essencial cumpre papel fundamental de defesa da
planta, com maior sintese ocorrendo em ambiente menos favoravel. SCHEFFER (1998)
verificou aumentos na producéo de massa fresca da parte aérea e no contetido de principio
ativo, em Achillea millefolium L., com aumento nos niveis de adubo orgénico.

Os trabalhos sobre os efeitos do substrato (adubagdo orgénica e,ou inorganica) no
acumulo de metabdlitos secundérios, em plantas medicinais, sGo muitos controversos. Por
exemplo, KAWATANI et al. (1980), MAGALHAES et al. (1994), CORREA JUNIOR
(1998), BLANCO (1998), KAMADA (1998) e BORELLA et al. (1999) ndo encontraram
diferencas significativas entre as adubagOes. Entretanto, DAVIES (1997), SCHEFFER
(1998), LUNKES et al. (1999), BLANK et al. (2000), CHAVES et al. (2001) verificaram
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gue, com adubacdo, houve aumento na producdo de principios ativos. Existem, ainda,
trabalhos em que a adubagdo organica e,ou inorganica diminuiu a quantidade de principios
ativos de interesse conforme relatado por MING (1998), KAMADA (1998), CECILIO
FILHO et al. (2000) e BATTISTELI (2001).

No Quadro 4, observase que houve efeito significativo da condicdo ambiente
(dentro da casa-de-vegetacdo com sombrite ou em pleno sol) para todos os caracteres,
exceto peso da matéria fresca da parte aérea. BROWN JR (1988) também relatou que, em
plantas submetidas a luz intensa, a produtividade de substancias secundarias € aumentada.
No interior da casa-de-vegetagcdo, com sombrite, detectou-se maior altura nas plantas, isto
€, houve estiolamento. Em pleno sol, LI et al. (1996) também observaram menor altura das
plantas de salvia.

CASTELANI (1997) observou aumento no crescimento de Tropaeolum majus L.
em pleno sol, quando comparado com agueles desenvolvidos em trés niveis de
sombreamento; o0 acimulo do &cido erdcico, também, foi maior.

Da mesma forma, DEMEYER e DEJAEGERE (1997) observaram maior acimulo
de alcal6ide em Datura stramonium var. tatula L. Torr, sob maior irradiéncia. A irradiéncia
influenciou a producdo de 6leo essencial, em Thymus wulgaris, em experimentos
conduzidos por LETCHAMO e GOSSELIN (1996). CLARK e MENARY (1980)
observaram diferencas significativas quanto a quantidade e qualidade do dleo essencia de
Mentha piperita, submetida a dois fotoperiodos. Também CARVALHO (2001) obteve
maior producdo de partenolideo, em Tanacetum parthenium, crescidos, em ambientes com

atairradiancia
4.2.2 Analise dasinteracdes
4.2.2.1- Numer o defolhas (NF)
Constatou-se significancia para os efeitos principais e interagdo SxE (substrato x
condicdo do experimento), no nimero de folhas (Quadro 4). No gendtipo B, detectou-se

nimero de folhas, significantemente, maior do que no gendtipo C (Quadro 5). No Quadro

6, observa-se que o substrato contendo humus de minhoca proporcionou maior nimero de
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folhas, tanto dentro quanto fora da casa-de-vegetacdo. Este resultado pode ser explicado
pelo fato de o substrato humus fornecer condicdo nutricional melhor do que o solo,
contribuindo com o desenvolvimento da planta.

Analisando apenas 0 substrato na presenca de humus, 0 maior niumero de folhas foi
observado em condicdo ambiente. Desse modo, pode-se afirmar que Eclipta alba € mais
adaptada a condicdo de pleno sol, 0 que ndo ocorreu com sdlvia (Salvia officinalis), em que

LI et al. (1996) constataram maior nimero de folhas sob 45% de luminosidade.

4.2.2.2-Peso da matéria fresca da parte aérea (PMFA)

No Quadro 4, pode-se verificar que duas interacbes simples (SXE) e (GxS) foram
significativas para a caracteristica peso da matéria fresca da parte agrea (PMFA).
Andisando a interacdo SxE (Quadro 7), constatou-se que o substrato contendo humus
promoveu maior peso da matéria fresca da parte aérea do que no solo sem humus, em
ambas as condigdes. Considerando apenas o substrato com humus, o0 peso da matéria fresca
da parte aérea na condicdo ambiente foi superior a de casa-de-vegetacdo confirmando que
as condigoes de pleno sol e humus contribuem, favoravelmente, para o desenvolvimento
das plantas. Dessa forma, este resultado € mais um indicativo de que Eclipta alba é mais
adaptada as condicles de irradiancia total.

Analisando a interagdo GxS (Quadro 8) para PMFA, constatou-se que o substrato
contendo humus de minhoca também proporcionou, nos trés gendtipos, maiores médias do
gue aguelas obtidas na sua auséncia. Considerando o substrato contendo apenas solo, 0s
gendtipos tiveram médias que ndo diferiram entre si; no entanto, quando se adicionou o
humus a composic¢éo do substrato, o gendtipo C foi superior ao gendtipo A. Fica evidente a
importancia do estudo da interacdo gendétipo x ambiente, e neste trabalho, a presenca de

humus contribuiu para 0 maior desenvolvimento da planta.

101



Quadro 6 — Valores médios do nimero de folhas por planta de Eclipta alba (L.) Hassk, na

interacéo Sx E
Substrato
Solo Humus
condicido  casa-de-vegetacdo 61,833 B a 136,330 A b
ambiente 85416 B a 404,166 A a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Quadro 7 — Vaores médios do peso da matéria fresca da parte aérea (PMFA) — interacdo

simples SXE
Substrato
Solo Humus
Condicdo  casa-de-vegetacdo 18836 B a 84835 A b
ambiente 11,169 B a 93204 A a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Quadro 8- Vaores médios do peso da matéria fresca da parte aérea-(PMFA) — interacdo

simples GxS
Substrato
Solo Humus
Gendtipos A 17,800 B a 79,784 A b
B 18,216 B a 88,276 A ab
C 8991 B a 99,000 A a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma | etra maiGscula na linha e mindscula na coluna ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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4.2.2.3 - Peso da matéria seca da parte aérea (PM SA)

Como pode ser verificado no Quadro 5, o gendtipo B teve maior PMSA do que o
gendtipo C. Nas plantas cultivadas em substrato contendo humus, detectaram-se médias de
PMSA superiores aquelas das plantas cultivadas no substrato sem humus, tanto na condic¢éo
de casa-de-vegetacdo quanto de ambiente. O PMSA nédo foi influenciado pelo local de
experimento, no substrato contendo apenas solo; no entanto, no substrato contendo humus,
a média foi maior para as condi¢cdes ambiente do que em casa-de-vegetacdo (Quadro 9).
Estes resultados sdo semelhantes aos do item 4.2.2.2, da interacdo SxE, considerando que

estavaridvel é oriunda da anteriormente citada.

4.2.2.4 -Peso damatériafrescadaraiz (PMFR)

Houve efeito da interacdo SXE (Quadro 4). O gendtipo B teve PMFR,
significantemente, superior ao gendtipo C (Quadro 5). O humus de minhoca proporcionou
maior PMFR do que na sua auséncia, em ambas as condi¢es (casa-de-vegetacdo e
ambiente). Plantas cultivadas em condigdes ambiente tiveram maior PMFR do que as
cultivadas casa-de-vegetacdo, tanto para os substratos solo quanto solo mais humus de
minhoca (Quadro 10). Estes resultados indicam, e confirmam, que a Eclipta alba é uma
planta mais adaptada em pleno sol, onde o humus contribui significativamente para seu

bom desenvolvimento, em virtutde da melhoria nos niveis nutricionais do meio.

4.2.2.5-Peso da matéria secadaraiz (PMSR)

Interacdo (GxSXE) foi detectada em PMSR (Quadro 4). Analisando o PMSR, em
casa-de-vegetacdo, constatou-se diferenca significativa, apenas, no genétipo C, em que a
presenca de humus promoveu maiores valores (Quadro 11). Em condicdo de ambiente, o
PMSR foi superior no substrato com humus, para todos os genétipos, tendo o genétipo C
PMSR menor que o gendtipo A. Resultado interessante, deve-se a confirmagdo do efeito

positivo do humus no desenvolvimento do sistema radicular de Eclipta alba.
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Quadro 9— Valores médios do peso da matéria seca da parte aérea (PMSA) — interacdo

simplesSx E
Substrato
Solo Humus
Condicdo  casa-de-vegetacdo 23792 B a 102342 A b
ambiente 23533 B a 196875 A a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Quadro 10 - Vaores médios do peso da matéria frescadaraiz (PMFR) nainteracéo (SXE)

Substrato
Solo Humus
Condicdo casa-de-vegetacio 4,7500 B b 7,757 A b
ambiente 90,7783 B a 21,775 A a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Quadro 11- Vaores médios estimados do peso da matéria seca daraiz (PMSR) - interacdo
tripla (GXSXE)

Condicéo
casa-de-vegetacdo ambiente
Solo Humus Solo Humus

Genétipos A 09750 A a 1,1800 A a 18225 B a 33150 A a

B 11700 A a 1,1425 A a 1,3050 B ab 34675 A a

C 03325 B a 13875 A a 06325 B b 21875 A b
As médias seguidas de pelo menos uma mesma | etra maiGscula na linha e mindscula na coluna ndo
difere entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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E de conhecimento geral que o desenvolvimento vegetativo da parte aérea estd,
intimamente, relacionado a0 sistema radicular. Portanto, como o substrato humus
proporcionou maior nimero de folhas e peso de matéria (fresca e seca) da parte aérea, 0

maior peso de matéria (fresca e seca) daraiz ocorreu no substrato com humus.

4.2.2.6 - Peso da matéria frescatotal (PMFTo)

Foram detectadas as interagdes ssimples (SxE) e (GxS) no PMFTo (Quadro 4). Na
interacdo SxE, o humus adicionado ao substrato promoveu maior PMFTo (Quadro 12)
tanto na condicdo de casa-de-vegetacdo como de ambiente. N&o houve diferenca entre as
condi¢cOes (casa-de-vegetacdo e ambiente) para o substrato contendo apenas solo; no
entanto, no substrato enriquecido com humus, o0 maior PMFTo foi obtido nas condicdes de
ambiente. As mesmas consideragdes cabem aqui.

Na interacdo GxS constatou-se superioridade do substrato enriquecido com humus,
em relacdo ao outro substrato, em todos os gendtipos (Quadro 13). O gendtipo B foi,
significativamente, superior ao gendtipo C quanto ao substrato solo. Resultado
praticamente inverso foi obtido no substrato solo mais humus em que o gendtipo C foi
superior ao A, caracterizando interacdo do tipo complexa. A interacdo do tipo complexa é
uma barreira, quando se pretende indicar genétipos para ampla condicdo ambiente; no
entanto, torna-se desgjavel na indicagdo de gendtipos para condig¢bes especificas, 0 que

possibilita a maximizagao de resultados.
4.2.2.7-Peso da matéria seca total (PMSTo)

Os gendtipos A e B foram superiores ao gendtipos C em PMSTo (Quadro 5). No
Quadro 14, o humus de minhoca promoveu maior peso da matéria seca total, nas duas

condicdes do experimento (casa-de-vegetacdo e ambiente). O efeito de humus foi maior em

condic&o ambiente do que em casa-de-vegetacao.
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Quadro 12 — Vaores médios do peso da matéria frescatotall (PMFTo) — interacdo SXE

Substrato
Solo Humus
Condicdo casa-de-vegetacéo 23587 B a 92,677 A b
ambiente 20933 B a 114990 A a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maitscula na linha e mintscula na coluna néo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Quadro 13- Valores médios do peso da matéria frescatotal (PMFTo) — interacdo GxS

Substrato
Solo Humus
Gendtipos A 25994 B ab 94554 A b
B 27,301 B a 104,165 A ab
C 13485 B b 112,791 A a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si a0 nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Quadro 14 Vaores médios do peso da matéria secatotal - interacéo (SxE)

Substrato
Solo Humus
Condicdo casa-de-vegetacdo 32050 B a 11,4992 A b
ambiente 36217 B a 228133 A a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Sob ponto de vista do produtor de plantas medicinais, ha grande interesse na
méxima producdo de matéria seca que, indiretamente, reflete-se em maior renda. Desse
modo, pode-se afirmar que 0 humus promove aumento significativo na producéo de matéria
seca em Eclipta alba. A maior producdo de matéria seca propiciada pelo humus est4
relacionada & melhoria da condi¢do ambiente, dada pelo fornecimento de nutrientes. E de
conhecimento geral que o humus também promove a melhoria das propriedades fisicas do

solo.
4.2.2.8 — Contelido de demetilwedelolactona naraiz (DWR)

O contelido de demetilwedelolactona na raiz (Quadro 4) foi, significativamente,
influenciado pelo gendtipo, composicdo do substrato e condicdo do experimento.
Analisando os resultados apresentados no Quadro 15, nenhuma diferenca significativa foi
constatada entre os gendtipos e entre os substratos dentro da casa-de-vegetacdo; no entanto,
sob condi¢do ambiente, constatou-se, no gendtipo C, maior média de demetilwedel olactona
no substrato solo.

Observou-se resultado interesante, pois, no substrato sem de humus, sempre
ocorreram 0s menores valores nos caracteres morfométricos discutidos anteriormente e, no
entanto, ele promoveu maiores médias do contelido de demetilwedelolactona na raiz.
Segundo MING (1998), o aumento da adubagdo provocou decréscimo no teor de 6leo
essencial em Lippia alba (Mill.) N.E.Br.,, ou sga 0 0Oleo essencia cumpre papel
fundamental de defesa da planta com maior sintese quando em ambiente menos favoravel,
sendo que, no presente trabal ho, na auséncia de humus, o solo estimulou mais o genétipo C,

0uU sgja, este substrato atuou como ambiente estressante.
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Quadro 15 - Vaores médios do contelido de demetilwedelolactona na raiz (DWR) -

interacdo (GxSXE)
Condicéo
casa-de-vegetacdo ambiente
Solo Humus Solo Humus
Gendtipos A 18105 A a 1,4156 A a 1,7213 A b 19337 A a
B 13370 A a 10492 A a 13422 A b 15037 A a
C 08674 A a 0,7748 A a 36846 A a 16463 B a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

4.2.2.9 — Contelido de demetilwedelolactona na parte aérea (DWA)

Houve interacdo significativa SXE (Quadro 4). No Quadro 5, observa-se que o
gendtipo A teve média do conteido de demetilwedel olactona na parte aérea maior do que o
gendtipo C. No Quadro 16, verifica-se que, no substrato enriquecido com humus, houve
producao superior aguele sem humus, no experimento realizado em condic¢éo ambiente (em
pleno sol), indicando que ndo se pode generdizar que as condicdes adversas
necessariamente induzem a maior producdo de metabdlitos secundarios. Evidenciou-se,
desse modo, a possibilidade de producéo de principios ativos de interesse medicinal aiada
a boa produtividade de matéria seca da parte aérea, maximizando sua exploracéo. No
Quadro 16, observase que o conteldo de demetilwedelolactona foi superior no

experimento conduzido em condicdo ambiente, nos dois tipos de substratos (Quadro 16).

Quadro 16 — Valores médios do contelido de demetilwedel olactona na parte aérea (DWA) -

interacéo (SxE)
Substrato
Solo Humus
Condicéo casa-de-vegetacdo 1,085 A b 1,1093 A b
ambiente 14389 B a 1,8494 A a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma | etra maiGscula na linha e mindscula na coluna ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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4.2.2.10 — Contetido de wedelolactona na parte aérea (WA)

Duas interagOes simples foram detectadas (GxS) e (GXE) (Quadro 5). Observou-se,
no Quadro 17, que o substrato solo proporcionou maior producdo de wedel olactona na parte
aérea, tal como obtido no contéudo de demetilwedelolactona na raiz, sustentando as
discussoes feitas anteriormente. Os gendtipos A e B foram superiores ao C, em ambos os
substratos; assim, confirmou-se a necessidade de se conhecer as interacbes gendtipo X
ambiente conforme o principio ativo que se interessa explorar em Eclipta alba.

Como descrito anteriormente, em condicdo de pleno sol, o genétipo C teve maior
meédia de demetilwedelolactona no substrato solo; no entanto, ele teve média de
wedelolactona inferior aos gendtipos A e B, nas duas condi¢cdes (casa-de-vegetacéo,
ambiente, substrato solo, substrato solo + humus). Este resultado indica que, se o interesse
€ demetilwedel olactona, 0 melhor gendtipo € o C cultivado em pleno sol, utilizando apenas
solo. Se o objetivo é obter wedelolactona, os genétipos A e B sdo os mais indicados, sendo
que o gendtipo A produzira mais em condicdes ambiente e no solo sem humus. O gen6tipo
B produzir4 bem, tanto em condi¢cbes ambientes quanto em casa-de-vegetacdo, porém,
utilizando apenas solo, o resultado sera melhor.

Na interacdo GXE o conteldo de wedelolactona na parte aérea (Quadro 18)
observou-se que 0 gendtipo A teve média superior em condicdo ambiente. No gendtipo C,
detectou-se contetido de wedelolactona, na parte aérea, inferior aquele dos gendtipos A e B,
tanto sob condicéo de casa-de-vegetacdo quanto de ambiente. Assim, evidenciou-se que
Eclipta alba tem melhor desempenho em condi¢des de pleno sol e possui resposta
significativa quanto ao tipo de substrato e que, em geral, as condicdes mais estressantes
(adversas) promoveram maior producdo de wedelolactona na parte aérea. Este fato
concorda com BROWN JR (1988), ou sgja, compostos fendlicos sdo estimulados sob luz

intensa e solos mais pobres.
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Quadro 17 — Vaores médios para o contelido de wedelolactona na parte aérea (WA) -

interacdo (GxS)
Substrato
Solo Humus
Gendtipos A 35204 A a 25058 B a
B 31958 A a 20738 B a
C 0,7037 A b 03526 B b

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Quadro 18 — Vaores médios para o contelido de wedelolactona na parte aérea (WA)-

interacao (GxE)
Condicéo
casa-de-vegetacdo ambiente
Gendtipos A 25447 B a 34840 A a
B 24789 A a 27907 A b
C 05412 A b 05150 A c

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Devido aos efeitos das interacOes, pode-se afirmar com certa seguranca que a
exploracdo de Eclipta alba para fins de producdo de wedelolactona ou
demetilwedelolactona deve ser realizada com cautela, pois, de acordo com os resultados
obtidos, a condicdo ambiente que promove maior producdo de matéria seca, nem sempre
proporcionardo maior producdo do principio ativo de interesse; embora produzindo maior
matéria seca por area, indiretamente ter-se-a maior quantidade de principio ativo. O melhor
€ utilizar condigdes que estimulem, a0 maximo possivel, a producdo de principio ativo e

biomassa.
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Neste trabalho, 0 maior contelido de wedelolactona na parte aérea foi obtido em
condicdes de pleno sol e apenas solo como substrato. No entanto, como 0 humus promoveu
producdo de matéria seca em torno de cinco vezes mais que solo (Quadro 9), pode-se
afirmar que o cultivo de Eclipta alba a pleno sol, adubada com humus, seria a melhor
indicagdo na exploragdo como planta medicinal. Logicamente, cabem aqui consideracoes
sobre 0 custo e a viabilidade econémica deste sistema, bem como a industria farmacéutica
tem interesse em gastar mesmos solventes na extracdo do principio ativo. Portanto, a planta
cultivada a pleno sol e no solo sem humus seria interessante economicamente porgue o que
interessa é o conteido de principio ativo, por grama de matéria seca, isto €, planta com

maior teor do principio ativo por grama de matéria seca (concentragdo em menor volume).

4.3. Plasticidade Fenotipica

Os Quadros 19, 20 e 21, apresentam a andlise de variancia dos genétipos A, B e C,
separadamente. Detectou-se diferenca significativa em todas as variaveis, exceto no
contetido de demetilwedel olactona naraiz dos genétipos A e B (Quadros 19 e 20).

Adotando a classificagdo das magnitudes de plasticidade, definidas por
SCLHLICHLING e LEVIN (1984), em que Cva maior que 20% indica alta plasticidade,
Cvaentre 10 a 20%, plasticidade média e Cva menor que 10%, baixa plasticidade, conclui-
se que, em média, em doze caracteristicas morfofitoquimicas houve altas magnitudes de
plasticidade. O Cva é menor no conteldo de demetilwedelolactona, na parte aérea
(27,40%), e maior no peso de matéria seca da parte aérea (95,61%) (Quadro 22). Na folha,
as diferencas morfolgicas foram bastante pronunciadas, ou sgja, no interior da casa-de-
vegetacdo com sombrite, as folhas eram maiores e detectou-se média de 99,08, por planta,
enquanto, em ambiente ensolarado, detectou 244,79 folhas, por planta, mas de menor
dimensdo (diminuiu a area). Segundo CUTTER (1986), afolha € o 6rgéo que melhor reflete
0 ambiente. Assim, no Quadro 22, observa-se que 0s caracteres relacionados a folha
tiveram mais altos CVas, isto é, 95,61% e 92,50% no peso da matéria seca da parte aérea e
nimero de folhas, respectivamente. Os maiores valores de Cva também foram observados
por OLIVEIRA (2001), em caracteristicas relacionadas a folha, isto €, nimero de folhas e
areafoliar.
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Quadro 19: Andlise de variancia do gendtipo A nos quatro ambientes (2 tipos de substratos e 2 locais) para altura de plantas (cm) (altura),
numero de folhas (n° folhas), peso (g) da matériafresca daraiz (PMFR), peso (g) da matéria secadaraiz (PMSR), peso (g) da matéria
fresca da parte aérea (PMFA) e peso (g) da matéria seca da parte agrea (PMSA), média gera e respectivos coeficiente de variacdo

Quadrados médios
Fv GL Altura N° Folhas PMFR PMSR PMFA PMSA
Ambiente 3 1.314,8542 ** 106.267,5000 ** 251,4000 ** 6,2295 ** 5.323,6950 ** 247,9135 ™
Residuo 12 54,2396 2.969,4583 8,8602 0,2504 38,2887 1,9106
CV (%) 12,16 31,96 25,94 26,02 12,68 15,88
Média 60,56 170,50 11,47 1,92 48,79 8,70

** = F dignificativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Continuagdo: Andlise de variancia do gen6tipo A nos quatro ambientes (2 tipos de substratos e 2 locais) para peso (g) da matéria fresca total
(PMFT), conteido (mg/g matéria seca) de demetilwedelolactona na raiz (DW-R), conteddo (mg/g matéria seca) de
demetilwedel olactona na parte aérea (DW-A), contelido (mg/g matéria seca) de wedelolactona na parte aérea (W-A), médiageral e
respectivos coeficiente de variacéo

Quadrados médios
FV GL PMFT PMST DW-R DW-A W-A
Ambiente 3 6.916,0798 * 320,4895 ** 0,1954 ns 0,5628 * 3,0903 **
Residuo 12 59,1509 2,7249 0,2528 0,1228 0,4142
CV (%) 12,76 15,5189 29,22 20,39 21,36
Média 60,27 10,64 1,72 1,72 3,01

* ** = F ggnificativo aos niveis de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
ns = F ndo significativo.
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Quadro 20: Andlise de variancia do gendtipo B nos quatro ambientes (2 tipos de substratos e 2 locais) para atura (cm) de plantas (altura), nUmero
de folhas (n° folhas), peso (g) da matériafresca daraiz (PMFR), peso (g) da matéria secadaraiz (PMSR), peso (g) da matéria fresca
da parte aérea (PMFA) e peso (g) da matéria seca da parte aérea (PM SA), média geral e respectivos coeficiente de variagdo

Quadrados médios
FV GL Altura N° Folhas PMFR PMSR PMFA PMSA
Ambiente 3 1.499,7708 ** 108.009,8333 ** 263,7316 ™" 5,1353 " 6.642,8206 ** 258,2100 *
Residuo 12 10,5104 1.442,8750 11,7543 0,1102 198,6019 3,6112
CV (%) 5,72 19,58 27,60 18,74 26,47 20,67
Média 56,69 194,00 12,42 1,77 53,25 9,19

* ** = Fggnificativo aos niveis de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente

Continuagdo: Andlise de variancia do gendtipo B nos quatro ambientes (2 tipos de substratos e 2 locais) para peso (g) da matéria fresca total
(PMFT), conteido (mg/g matéria seca) de demetilwedelolactona na raiz (DW-R), conteddo (mg/g matéria seca) de
demetilwedel olactona na parte aérea (DW-A), contelido (mg/g matéria seca) de wedel olactona na parte aérea (W-A), médiageral e
respectivos coeficiente de variacéo

Quadrados médios
FV GL PMFT PMST DW-R DW-A W-A
Ambiente 3 8.209,0848 * 325,8348 * 0,1430 ns 0,5820 ** 1,8099 **
Residuo 12 253,2232 4,6506 0,1424 0,0512 0,1565
CV (%) 24,21 19,63 28,84 16,98 15,02
Média 65,73 10,99 1,30 1,33 2,63

* ** = F ggnificativo aos niveis de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
ns = F ndo significativo.
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Quadro 21: Andlise de variancia do gendtipo C nos quatro ambientes (2 tipos de substratos e 2 locais) para altura (cm) de plantas (altura), nimero
de folhas (n° folhas), peso (g) da matéria fresca daraiz (PMFR), peso (g) da matéria secadaraiz (PMSR), peso (g) da matériafresca
da parte aérea (PMFA) e peso (g) da matéria seca da parte agrea (PMSA), média geral e respectivos coeficiente de variacdo

Quadrados médios
Fv GL Altura N° Folhas PMFR PMSR PMFA PMSA
Ambiente 3 1.500,0806 ** 86.559,0625 ** 185,4410 ** 2,7573™ 10.829,5030 ** 311,1954 **
Residuo 12 46,0264 556,1875 6,5449 0,1317 50,0987 0,8656
CV (%) 14,54 15,59 27,96 31,98 13,11 11,50
Média 46,64 151,31 9,15 1,14 54,00 8,09

** = F dignificativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Continuacédo: Analise de variancia do genétipo C nos quatro ambientes (2 tipos de substratos e 2 locais) para peso (g) da matéria fresca total
(PMFT), conteddo (mg/g matéria seca) de demetilwedelolactona na raiz (DW-R), conteddo (mg/g matéria seca) de
demetilwedel olactona na parte aérea (DW-A), contetido (mg/g matéria seca) de wedel olactona na parte aérea (W-A), médiageral e
respectivos coeficiente de variagéo

Quadrados médios
FV GL PMFT PMST DW-R DW-A W-A
Ambiente 3 13.293,4606 ** 372,0339 " 7,3110 " 0,4559 ™ 0,1652 **
Residuo 12 75,4496 1,4759 0,4957 0,0628 0,0060
CV (%) 13,76 13,16 40,39 23,57 14,73
Média 63,14 9,23 1,74 1,06 0,53

* ** = F ggnificativo aos niveis de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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Quadro 22: Estimativas dos coeficientes de variagdo (CVa) e indice de determinacdo ambiental (1a°) para os caracteres morfométricos e
fitoguimicos: altura (cm) de plantas (altura), nimero de folhas (n° folhas), peso (g) da matéria fresca da raiz (PMFR), peso (g) da
matéria seca da raiz (PMSR), peso (g) da matéria fresca da parte aérea (PMFA) e peso (g) da matéria seca da parte agrea (PMSA),
peso (g) da matéria fresca total (PMFT), contelido (mg/g matéria seca) de demetilwedelolactona na raiz (DW-R), conteiido (mg/g
matéria seca) de demetilwedel olactona na parte aérea (DW-A), contelido (mg/g matéria seca) de wedel olactona na parte aérea (W-A)

Caracteres Morfométricos e Fitoquimicos

Gendtipos Estimativas Altura  n°folhas PMFR PMSR PMFA PMSA PMFT PMST DW-R DW-A W-A
A Cva 29,9367 955970 69,0950 64,8390 74,7700 90,4640 68,9930 84,1500 12,8485 21,8220 29,1723
I 0,9587 0,9720 0,9647 0,9596 0,9928 0,9923 0,9914 0,9914 -0,2937 0,7818 0,8659
B Cva 34,1582 84,7032 653713 63,9713 76,5345 87,3851 68,9180 82,1383 14,4543 28,6369 25,5299
I 0,9929 0,9864 0,9554 0,9785 0,9701 0,9860 0,9691 0,9857 0,0041 0,9120 0,9135
C Cva 415177 97,2190 74,4135 73,1503 96,3642 108,9781 91,3056 104,4942 77,5554 31,7444 38,4800
I 0,9693 0,9935 0,9647 0,9522 0,9953 0,9972 0,9943 0,9960 0,9221 0,8622 96,36
média Cva 352042 92,5064 69,6266 67,3202 82,5562 95,6090 76,4055 90,2608 34,9531 27,40 31,0607
média &’ 0,9736 0,9839 0,9616 0,9634 0,9860 0,9918 0,9849 0,9910 0,2108 0,8520 0,9143
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O indice de determinacdo ambiental (1a%) mostrou que grande parte da variaggo total
foi devida aos efeitos ambientais (tipos de substrato e intensidade luminosa), obtendo-se
valores de 0,9918 no peso da matéria seca da parte aérea (Quadro 22), ou sgja, 99,18% da
variacéo foi devida a ambientes e apenas 0,82% devido a outros fatores. O menor valor de
la® foi obtido na a variavel conte(ido de demetilwedelolactona na raiz (1a® = 0,2108)
(Quadro 22).

No Quadro 22, observa-se que os maiores valores de Cva e |&® foram detectados nos
caracteres morfométricos, com média de 71,646 e 0,8706, respectivamente, enquanto os
menores ocorreram nos caracteres fitoquimicos, com média de 31,79 e 0,6590,
respectivamente. Segundo SCHLICHTING e LEVIN (1984), as estruturas reprodutivas
devem ser preservadas a fim de garantir a sobrevivéncia da espécie e, por isso € de se
esperar plasticidade baixa Uma vez que metabdlitos secundérios tém funcéo ecoldgica,
protegendo contra ataques de fungos ou pragas e herbivores, devem também ser
preservados para garantir a manutencdo da espécie. Essa menor plasticidade dos caracteres
fitoquimicos, talvez, explique os resultados controversos de experimentos com plantas
medicinais versus fatores ambientais, os quais devem ser bem conduzidos. SCHLICHTING
e LEVIN (1984), investigando se a variacdo no nivel de plasticidade esta relacionada a
evolucdo de plantas em espécies silvestre e domesticada de Flox, verificaram que os
caracteres mais relacionados com valor adaptativo sofreram menor mudanca.

KAMADA (1999) e OLIVEIRA (2001), trabahando com plantas medicinais,
observaram o CVas e o |1& altos, indicando plasticidade em Ocimum basilicum L.e Bidens
pilosa. Da mesma forma, neste estudo, nos caracteres morfométricos detectou-se maior

plasticidade, comparativamente aos caracteres fitoquimicos.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

No presente trabalho, estudou-se a a interacdo gendtipo-ambiente e a plasticidade
fenotipica de trés gendtipos de Eclipta alba (L.) Hassk, em quatro ambientes. Os ambientes
foram constituidos pela combinagdo de dois tratamentos de adubacéo (solo e solo + humus
de minhoca) e duas condi¢des, isto €, em casa-de-vegetacdo com 30% de sombreamento e
em pleno sol, 100% de irradiancia. Os gendtipos foram multiplicados, a partir de uma Gnica
planta matriz, para avaliagdo dos caracteres morfométricos e quimicos. Os caracteres
morfométricos avaliados foram: altura da planta na época da colheita, nimero de folhas por
planta, peso da matéria fresca da raiz, peso da matéria seca da raiz, peso da matéria fresca
da parte aérea, peso da matéria seca da raiz, peso da matéria fresca total e peso da matéria
seca total. Quimicamente, foram quantificados os isoflavondides demetilwedelolactona e
wedelolactona, na raiz e parte aérea, utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados com quatro repeticbes e duas
plantas por parcela, e foram feitas andlises de variancia individual e conjunta dos
experimentos na avaliacdo da interacdo gendtipo x ambiente. No estudo sobre a
plasticidade fenotipica, desconsiderou-se a estrutura do delineamento com o objetivo de
obter a média, o quadrado médio de ambiente e o quadrado médio de residuo, para cada
gendtipo separadamente. A plasticidade foi estudada quanto a magnitude, utilizando-se o
coeficiente de variagdo ambiental (CVa) e o indice de determinacéo ambiental (1a%). O CVa
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estimou a magnitude da plasticidade e adotou que as caracteristicas apresentando valores de

CVa menores que 10 sdo de baixa magnitude, as de valores entre 10 e 20 sdo de média

magnitude e as de valores acima de 20 s3o de alta magnitude. Os valores de I& serviram &

representacdo da quantidade de variacdo total atribuida ao efeito ambiental.

Nas condi¢des em que o experimento foi conduzido e de acordo com os resultados,

conclui-se que:

Eclipta alba (L.) Hassk possui plasticidade fenotipica passivel de se detectar,
morfoquimicamente.

Os caracteres morfométricos sdo mais plasticos do que os quimicos.

Os efeitos da plasticidade sdo relevantes quanto aos caracteres relacionados a folha.

O gendtipo A é mais produtivo, quanto aos principios ativos avaliados na parte aérea, e
0 gendtipo C quanto a demetilwedelolactona na raiz, sendo que ambos devem ser

cultivados a pleno sol, preferencialmente sem humus de minhoca.
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CONCLUSOES GERAIS

Nas regides urbana e rura de Vicosa (MG), foram observadas plantas de Eclipta
alba com caracteristicas morfoldgicas distintas. O presente trabalho objetivou caracterizar
guimica, isoenzimatica e morfometricamente oito acessos, sendo sete provenientes da
regido de Vicosa (MG) e um de Sacramento (MG), bem como analisar interacdo genotipo x
ambiente e a plasticidade fenotipica de caracteres morfofitoquimicos de trés gendtipos de
Eclipta alba, em quatro ambientes.

Instal ou-se o experimento em delineamento inteiramento causalizado (Capitulos 1 e
2), sendo oito acessos e cinco repeticdes, com uma planta por parcela. Na caracterizagéo
isoenzimética, utilizou-se os sistemas PGM, SKDH, PGI, MDH e EST, sendo que os trés
ultimos revelaram polimorfismo suficiente, permitindo a andlise de agrupamento e a
formac&o de quatro grupos:
grupo | —com duas plantas do acesso CEN;
grupo Il — com duas plantas do acesso CEN;
grupo Il —acessos CEM e AFR; e

grupo IV —acessos CEN, SAC, CV, JAN, HEN e SIL.
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Houve variagao tanto entre quanto dentro dos acessos.

Nas plantas do tipo A ocorreram maiores médias dos caracteres morfométricos e
menores médias dos caracteres fitoquimicos, ao contrario das plantas tipo B. Os dados de
andlises isoenziméticas (Capitulo 1) e morfitoquimicos (Capitulo 2) complementam-se,
sendo suficientes ao estabel ecimento de duas variedades taxondmicas de Eclipta alba.

No estudo sobre ainteragdo gen6tipo x ambiente e a plasticidade fenotipica dos trés
gendtipos (A, B, C) de Eclipta alba, utilizou-se a combinacéo de dois niveis de substrato
(solo e solo + humus) e duas condigbes ambientais (casa-de-vegetacdo e a pleno sol).
Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados, com quatro repeticdes e duas plantas
por parcela, totalizando 96 plantas. No estudo sobre a interacdo gendtipo x ambiente houve
significancia dos efeitos principais, em todas as caracteristicas. A interacdo SXE foram
significativas quanto ao maior nimero de caracteristicas. As interacdes GxS e GXE foram
significativas na maioria dos caracteres fitoquimicos. Ocorreu interacdo tripla (GXSxE) em
peso da matéria secadaraiz (PMSRa) e contelido de demetilwedelolactonanaraiz (DWR).

Estudou-se a plasticidade pelo componente magnitude de resposta, utilizando o
coeficiente de variagdo ambiental (Cva) e o indice de determinacéo ambiental (1a°).

No Cva, estabeleceu-se que valores menores do que 10 sdo de baixa magnitude, os
valores entre 10 — 20 sdo de média magnitude e aqueles acima de 20, de alta magnitude. Os
valores de 1a° serviram & representacéo da quantidade de variagdo total atribuida a0 efeito
ambiental. Nas condi¢cbes em que o experimento foi conduzido e de acordo com o0s
resultados, conclui-se que:

- Eclipta alba (L.) Hassk possui plasticidade fenotipica passivel de se detectar,
morfofitoquimicamente.

- Os caracteres morfométricos mostraram-se mais plasticos do que 0s quimicos.
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Os efeitos da plasticidade foram relevantes quanto aos caracteres relacionados a folha,
em gue o Cvafoi 95,61% e 92,50% no peso da matéria seca da parte aérea e no nUmero
de folhas, respectivamente.

No estudo sobre a interacdo gendtipo x ambiente, o gendtipo A foi considerado como
sendo o maior produtor de wedelolactona, na parte aérea, e o0 genétipo C como maior

produtor de demetilwedelolactona na raiz, ambos no ambiente ensolarado e sem humus.
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Quadro 1 — Composicao da solucéo extratora para extracdo de enzimas de Eclipta alba

Fosfato de sodio bibasico (0,034 M) 0,60g
Sacarose (0,2 M) 7,009
PV P-40 (10 %) 10,00 g
DTT (3 mM) 50,00 mg
L-Acido ascorbico (5,7 mM) 100,00 mg
DIECA (5,8 mM) 100,00 mg
Bissulfito de sodio (2,6 mM) 50,00 mg
Borato de se sodio (2,5 mM) 50,00 mg
2-Mercaptoetanol (0,2%) 0,20 mL
Polietilenoglicol-6.000 (1%) 1,009
Agua deionizada (ou destilada) g.s.p.) 100,00 mL

Fonte: ALFENAS et al. (1991), modificado.

Quadro 2 - Protocolo para deteccdo da atividade da enzima Glutamato Oxalacetato
Transaminase (GOT — EC 2.6.1.1)

Acido L-aspartico 100,00 mg
Acido -cetoglutérico 100,00 mg
Tris-HCI (0,1 M), pH 8,0 (g.s.p.)

Ajustar o pH para 8,0 adicionando NaOH (1,0 M) e

em seguida adicionar:

Pyridoxal-5' -fosfato 2,50 mg
“Fast Blue BB Salt” 50,00 mg

Fonte: SOLTIS et al. (1983), modificado
Incubar no escuro atemperatura de 37 C até o aprecimento das banda

Quadro 3 — Protocolo para a deteccéo da atividade da enzima Esterase (EST-ES 3.1.1.1)

-naftil acetato 20,00 mg
-naf acetato 20,00 mg
Ambos dissolvidos individua mente em:

Acetona 1,00 mL
Tampéo fosfato 1,0 M, pH 6,0 5,00 mL
Agua destilada 45,00 mL
“Fast Blue RR Salt” 50,00 mL

Fonte: SOLTIS et al. (1983), modificado.
Incubar no escuro a temperatura de 37 C até o aparecimento das bandas
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Quadro 4 - Protocolo para deteccdo da atividade da enzima Malato Desigrogenase (MDH —

EC 1.1.1.37)
NAD+ 100,00 mg
MTT 15,00 mg
PMS 1,00 mg
Na-L-malato (0,1 M), pH 7,0 5,00 mL
NaCl (0,1 M) 2,50 mL
Tampéo tris-HCl (0,5), pH 7,1 7,5mL
Agua destilada 35,00 mL

SHAW e PRASAD (1970) modificado.
Incubar no escuro atemperatura de 37 C até o aparecimento das bandas.

Quando 5 — Protocol o para a deteccdo da atividade da enzima I socitrato desidrogenase (IDH —

1.1.1.42)
DL-Acido isocitrico, Nag 200,00 mg
NADP", Na 2,00 mL (20,00 mg)
MTT ouNTB 2,00 mL )20,00 mg)
PMS 2,00 mL (20,00 mg)
MgCl,(1,00%) 2,00 mL (20,00 mg)
Tris-HCI (0,1 M), pH 8,0 (g.s.p.) 100,00 mL

SHAW e PRASAD (1970), modificado.
Incubar no escuro a temperatura de 37 C até o aparecimento das bandas.

Quadro 6 — Protocolo para deteccéo da atividade da enzima Fosfoglucomutase (PGM —

5.4.2.2)
Tris-HCI (0,1M), pH 8,5 50,00 mL
MgCl, 100,00 mg
EDTA 50,00 mg
-D-Glucose-1-Fosfato 250,00 mg
Glucose-6-Fosfato Desidrogenase 40 unidades
NADP* 10,00 MG
NTB 10,00 mg
PMS 1,00 mg

Fonte: SOLTIS et al. (1983), modificado.
Incubar no refrigerador a4 C até o aparecimento das bandas.
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Quadro 7 — Protocolo para a deteccdo da atividade da enzima Fosfoglucose |somerase (PGl —

5.3.1.9)
Tris-HCI (0,1 M), pH 8,0 10,00 mL
H.O 90,00 mL
MqgCl, (10M) 1,00 mg
Frutose-6-Fosfato 30,00 mg
Glucose-6-Fosfato Desidrogenase 40 unidades
NADP 10,00 mg
MTT 20,00 mg
PMS 2,00 mg

SOLTIS et al. (1983), modificado.
Incubar no refrigerador a4 C até o aparecimento das bandas.

Quadro 8 - Protocolo para a deteccéo da atividade da enzima Peroxidase (POD- 1.11.1.7)

3-amino-9-etil-carbazol e dissolvidos em: 50,00 ml
Dimetilformamida (DMF) 2,50 mL
Tampéo acetato de sddio 0,05 M, pH 5,0 95,00 mL
CaCl, 0,1 M 2,00 mL
H,0, em 3% 2,00 mL

SOLTIS et al. (1983), modificado.
Incubar no refrigerador a4 C, até o aparecimento de bandas.

Quadro 9 - Protocolo para a deteccéo da atividade da enzima Leucina Aminopeptidase (LAP-

EC3.4.11.1)
“Fast Black K salt” 75,00 mg
Aguadestilada 40,00 mL
Tampao fosfato de potéssio 0,1 M, pH 6,00 10,00 mL
L-L eucina-b-naftilamida 0,75 mL

SOLTIS et al. (1983).
Incube o gel no escuro a 30 C, até o aparecimento das banda. Descarte a solucéo e fixe o gel
em solucdo aquosa de glicerol a 10%.
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Quadro 10 — Protocolo para a deteccdio da atividade da enzima Fosfatase Acida (ACP-EC

3.1.3.2)
-naftil fosfato acido de sodio 80,00 mg
“Fast garnet GCB salt” 100,00 mg
MgCl, (1,0M)-0,5ml 10,00 mg
Tampéo acetato de sddio 0,05 M, pH 5,0 100 mL

SOLTIS et al. (1983)
Incube o gel a30-37 C, até as bandas aparecerem. Melhor fazer a avaliacdo no dia seguinte.
Descarte a solucéo e fixe o gel em glicerol a 10%.

Quadro 11 - Protocolo para a deteccdo da enzima Glutamato desidrogenase (GDH-EC 1.4.1.3)

NAD" 20,00 mg
MTT 10,00 mg
PMS 2,00 mg
Tampéo trisHCI 1,0 M, pH 8,0 10,00 mL
Acido L-glutamico 1,0 M, pH 8,0 20,00 mL
Agua destilada 70,00 mL

SOLTISet al. (1983), modificado.
Incube o gel no escuro a 30-37 C, até as bandas aparecerem (30 minutos a 2 horas). Descarte
asolucéo e fixe o gel em solugéo aquosa de glicerol a 10 %.

Quadro 12 — Protocolo para a detecgdo da enzima Alcool desidrogenase (ADH —EC 1.1.1.1)

Etanol (95 % v/v) 20 mL
NAD* 20,00 mL
MTT 10,00 mg
PMS 2,00 mg
Tris-HCI (0,2 M, pH 8,0) (g.s.p.) 100,00 ml
ALFENAS (1991)

Incube o gel no escuro a30-70 C, durante 15 a 60 minutos. Descarte a solucéo e fixe o gel em
solucéo aquosa de glicerol a 10 %.

Quadro 13 — Protocolo para a deteccdo da enzima Chiquimato desidrogenase (SKDH —

EC1.1.1.25)
Acido chiquimico 100,00 mg
NADP', Na 2,00 mL (20,00 mg)
MTT ou NBT 2,00 mL (20,00 mg)
PMS 2,00 mL ) (2,00 mg)

TrissHCI 0,1 M, pH 8,5 (g.s.p.) 100,00 mL
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Quadro 14 — Resumo da andlise de regressao linear para atura da planta, no intervalo de 14-51 dias ap0s o transplante (coletas semanais), para

cada acessos
ACessos
CEN JAN Cv SAC
Fonte Variagdo G.L. Q.M. G.L. Q.M. G.L. Q.M. G.L. Q.M.
Regressdo simples 1 17.769,482554™ 1 13.432,384957"" 1 13.642,697711™ 1 7.732,145790™
Residuo regressdo 28 41,285136 28 47,795775 28 37,581034 22 45,582388
Falta gjuste 4 77,006028NS 4 55,770427NS 4 28,867239NS 4 34,015636NS
Residuo puro 24 35,316667 24 46,466667 27 39,033333 18 48,152778
** F gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade; NS F ndo significativo
Continuagéo
Acessos
AFR HEN CEM SIL
Fonte Variagdo G.L. Q.M. G.L. Q.M. G.L. Q.M. G.L. Q.M.
Regressdo simples 1 20.933,522448™ 1  9.238,873628"" 1 10.758,234787"" 1 13.687,896496""
Residuo regressao 28 38,980151 22 37,679987 22 71,049934 28 55,342982
Falta guste 4 45,361055NS 4 18,73992632NS 4 53,274636NS 4 40,600876NS
Residuo puro 24 37,916667 24 41,888889 27 75,000000 18 57,800000

** F gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade; NS F ndo significativo
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