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EXTRATO

CASTRO, Daniel Melo de, M.S., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
1998. Caracterizagao isozimatica, da anatomia foliar, do 0leo essencial e
germinacao de Leonurus sibiricus L. Professor Orientador: Vicente
Wagner Dias Casali. Professores Conselheiros. Luiz Claudio de Almeida
Barbosa e Eveline Mantovani Alvarenga.

Visando caracterizar dois fenotipos de Leonurus sibiricus L. (flores
brancas e flores roxas), provenientes do campus da Universidade Federal de
Vigosa, em VigosaMG, foram estudados os padrdes isoziméticos, a anatomia da
epiderme e do mesofilo foliares, a producdo de 0leo essencial e a germinacdo das
sementes. As plantas dos fendtipos estudados apresentaram polimorfismo para o
sistema isozimético peroxidase. O estudo da epiderme foliar revelou haver
diferencas na frequiéncia de tricomas glandulares e ndo-glandulares entre os dois
fendtipos. Foram verificadas diferencas quanto a porcentagem tota e a
velocidade de germinacdo, que foram superiores para as sementes do fenotipo
roxo. As sementes dos dois fenGtipos apresentaram dorméncia primaria,
caracterizada pela exigéncia de sementes recém-colhidas por luz e temperatura,
aternada de 20-30°C, para germinarem. N&o foram observadas diferencas
qualitativas ou quantitativas entre o 6leo essencial extraido dos dois fendtipos,

havendo, porém, distincdo no rendimento de Oleo essencia de acordo com a
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época de coleta e 0 6rgdo da planta utilizado, notando-se que em plenafloragdo o
contetido de 6leo essencial presente nas folhas e inflorescéncias aumenta e o dos
caules diminui, quando comparado com o inicio da floragdo. De modo geral, as
folhastinflorescéncias produzem mais 6leo essencial que os caules. O Oleo
essencial mostrou ser quimicamente composto de uma mistura complexa de
sesqui e diterpenos, de acordo com os tempos de retencdo e as massas

moleculares dos compostos analisados.



ABSTRACT

CASTRO, Daniel Melo de, M.S. Federal University of Vigosa, February 1998.
Isozymatic characterization, leaf anatomy, essential oil and seed
germination of Leonurus sibiricus L. Adviser: Vicente Wagner Dias Casali.
Committee Members: Luiz Claudio de Almeida Barbosa e Eveline
Mantovani Alvarenga.

In order to characterize two phenotypes of Leonurus sibiricus L. (white
and purple flowers) from Federal University of Vigosa campus, in Vigosa, MG, it
was studied isozymatic patterns, anatomy of epidermis and leaf mesophyl,
essential oil production and seed germination. The phenotype of the studied
plants showed polymorphism for isozymatic system peroxidase. Leaf epidermis
observations showed differences in glandular and non-glandular trichome
frequency between white and purple phenotypes. It was observed difference
related to total percentage and seed germination velocity, that were higher for
purple phenotype than for white one. Seeds from the two phenotypes showed
primary dormancy, characterized for the necessity of fresh harvested seeds for
light and aternate temperature of 20-30°C to promote germination. It was not
observed qualitative or quantitative differences of the extracted oil from each
phenotype, observing therefore, differences between the production of the

essential oil according to harvest period and the plant organ used. At full
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flowering, essential oil content in the leaves and inflorescences increase, and that
of stems decrease when compared at flowering initiation. Generally observing,
leavestinflorescences yielded more oil than stems. Oil composition is chemically

made of a complex mixture of sesqui and diterpenes, according to retention time
and molecular mass of analyzed components.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas pelo ser humano para aliviar e curar seus males é
feita, provavelmente, desde a pré-histéria (ATAL e KAPUR, 1982). Os mais
antigos povos da histéria deixaram registrado o0 uso de plantas como
medicamentos em hierdglifos escritos em tabuas de ceramica e papiros, como 0s
egipcios (BISSET et al., 1994).

Estima-se que existam cerca de 200.000 espécies de vegetais no Brasil,
das quais pelo menos metade possuiria alguma propriedade medicinal. No
entanto, talvez menos de 1% dessas plantas com potencial medicinal, ou sga,
menos de 1.000, recebeu estudos adequados (MARTINS et al., 1994).

Diante da tradicdo milenar de uso, 0 que comprova a eficiéncia do
método, e da quantidade de espécies que podem constituir valiosos recursos no
combate e, principalmente, na prevencdo das doencas que afligem a espécie
humana, torna-se cada vez mais urgente o estudo sistematico das plantas
medicinais. Isto porque no futuro, talvez mais proximo do que se imagina, a
utilizacdo das plantas e dos preparados a base destas pode ser a solucdo para
graves problemas que hoje acometem o sistema de salde publica em todo o
mundo, como a iatrogénese e a resisténcia adquirida pelos patdgenos aos

principios ativos sintéticos concentrados.



A espécie Leonurus sibiricus L. (Lamiaceae), conhecida vulgarmente no
Brasil como macag, mané-magro, rubim, erva-das-lavadeiras, erva-macae e
outros nomes, de acordo com a regido, € amplamente utilizada pela populagéo,
especialmente no meio rural, na forma de infuso da parte aérea para aiviar
problemas digestivos e intestinais e de xaropes das inflorescéncias para combater
tosses persistentes, dentre outras formas (MARTINS et a., 1994). OGA et al.
(1986) comprovaram o efeito neuro-depressor do extrato mole obtido da parte
aérea da planta sobre o sistema nervoso central de ratos.

O presente trabalho visou obter mais informagGes sobre L. sibiricus e
também caracterizar dois fenotipos (um de flores brancas e o outro de flores
arroxeadas) encontrados no campus da Universidade Federal de Vicosa (UFV),
em VicosaeMG, em relacdo a sua germinagdo, ao conteldo e a composicéo de

Oleo essencial e dos caracteres anatdmicos e i sozimati cos.



CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DE DOISFENOTIPOS DE LeonurussibiricusL.
QUANTO A PADROESISOZIMATICOSE ANATOMIA FOLIAR

1. INTRODUCAO

A investigagdo das espécies vegetais tidas como medicinais e, ou,
aromaticas tem se mostrado crescente nos Ultimos anos, em virtude da maior
preocupacao com os aspectos relacionados a qualidade de vida e salde.

A especie Leonurus sibiricus L., conhecida como macaé, possui ampla
utilizacdo na medicina popular, com resultados comprovados pelo seu uso secular
e, mais recentemente, pela medicina oficial (OGA et a., 1986; NAGASAWA et
a., 1990), mas, apesar disso, as informagdes disponivels sobre a planta séo
€SCassas.

Observou-se no campus da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em
Vigosa-MG, a existéncia de dois fenotipos da espéecie numa mesma populagéo,
que diferem na cor das flores, um apresentando flores roxas, de disseminagéo
abundante, e o outro flores brancas, de ocorréncia bastante restrita.

Redlizou-se este trabalho com o intuito de obter maiores informagtes

sobre a espécie Leonurus sibiricus L. e identificar possiveis diferencas entre os



dois fendtipos, de ordem genética, pela utilizacdo de técnicas isoziméticas, e

anatdmica, pela andlise da anatomiafoliar, especia mente da epiderme.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. LeonurussibiricusL.

E uma espécie pertencente a subclasse Dicotiledoneag, familia botanica
Lamiaceae, que inclui muitos géneros que possuem espécies arométicas e
medicinais, como o0 genéro Mentha, que compreende as espécies conhecidas
popularmente como hortelds, muito utilizadas na medicina popular e oficial e na
indastria, ou 0 genéro Ocimum com as alfavacas e manjericoes, de utilizagéo
medicinal e culinaria(HAY e SYOBODA, 1993; MARTINS et a., 1994).

O genéro Leonurus possui algumas especies que contém substancias com
atividade medicina (farmacos). Entre elas, podem-se citar L. cardiaca
(SCHAUENBERG e PARIS, 1977, TSCHESCHE et al., 1980; MALAKQV et
al., 1985) e L. heterophyllus (HON et a., 1991, 1993), que S0 pouco comuns no
Brasil (MOREIRA FILHO, 1956).

A espécie L. sibiricus € uma planta de porte herbéceo, crescimento ereto,
caule quadrangular levemente pubescente, folhas completas, opostas cruzadas,
apresentando heterofilia, com os bordos do limbo variando de palmatilobados,
nas folhas basais, palmatipartidos, nas folhas mais préximas ao épice dos ramos,
a lanceoladas quando presentes nas inflorescéncias. As inflorescéncias séo

indefinidas, terminais, compostas, do tipo espiga de glomérulos, com flores



sessals, hermafroditas, pentdmeras e com quatro estames (oligostémones), que
podem ser arroxeadas ou brancas. Os frutos séo secos, deiscentes, do tipo
cdpsula, produzindo sementes angulares, de aproximadamente 1 mm de
comprimento (MOREIRA FILHO, 1956).

As principais classes de compostos quimicos ja descritos para a especie
sd0 os acaloides (SUGIURA et a., 1969; LUO, 1985) e os isoprendides,
especialmente os diterpenos (SAVONA et a., 1982).

2.2. |sozimas e eletr of or ese

O termo isozima refere-se a formas moleculares diferentes da mesma
enzima de um determinado organismo e que tém afinidade pelos mesmos
substratos, de acordo com MARKERT e MOLLER (1959). Tém uma grande
importancia como fonte de marcadores genéticos, pelo fato de permitirem a
caracterizacdo da variabilidade num nivel préximo ao do DNA, pois sdo produtos
diretos da atuacdo génica, respondendo pouco a influéncia do meio celular em
que estéo (ALFENAS et al., 1991).

O controle das isozimas em nivel genético é realizado por um ou varios
genes, situados no mesmo l6cus ou em I6cus diferentes (SCANDALIOS, 1969).

As variacfes existentes entre padrdes isoziméticos de uma mesma
populacdo sdo normalmente atribuidas a segregacdo genética e denominada
polimorfismo (ALFENAS et al., 1991).

A utilizac&o de padrfes isozimaticos tem sido ferramenta importante para
a caracterizacdo e, ou, identificacdo da variabilidade genética de diferentes
organismos, conforme trabalhos realizados por AMARAL JUNIOR (1994), em
acessos de Cucurbita maxima Duchesne; MARTINS (1996), em acessos de
Ocimum selloi Benth.; e LOPES (1997), na caracterizacdo de acessos de
Polygonum punctatum EIl.

A eletroforese pode ser definida como a difusdo forcada de moléculas
através de um campo elétrico (PIERCE e BREWBAKER, 1973). O principio de

utilizacdo desta técnica para separacdo das isozimas baseia-se no efeito de



peneiramento molecular, dependente da massa das moléculas e da estrutura
tercidria das proteinas, como também baseiase nas diferencas de cargas
eletrostati cas que podem variar num mesmo pH, de acordo com o nimero relativo
de aminoacidos com cargas positivas e negativas (ALFENAS et al., 1991). Uma
vez separadas, as isozimas contidas no meio-suporte de gel de amido séo
reveladas com reacOes de coloracéo especificas para cada sistema isozimatico,
obtendo-se o zimograma (PIERCE e BREWBAKER, 1973; ALFENAS et d.,
1991).

As informagdes obtidas pela utilizacdo dos sistemas i1sozimaticos como
marcadores genéticos tém sido Uteis na criagdo de métodos mais eficientes em
programas de melhoramento e na orientagdo do mango e conservagdo de
recursos genéticos (PIERCE e BREWBAKER, 1973).

2.3. Anatomia foliar

2.3.1. Epiderme etricomas

A epiderme é a camada ou as camadas de células mais externas de todas
as partes da planta, durante todo o crescimento primario (CUTTER, 1986). Os
tricomas sdo apéndices epidérmicos com funcéo geralmente ecoldgica, isto €, de
adaptacdo da planta a0 meio, como defesa contra herbivoros e patdgenos
(LEVIN, 1973; WERKER e FAHN, 1981), atracdo de insetos Uteis, como 0S
polinizadores, e repulsdo dos nocivos (GOODWIN e MERCER, 1972) e reducéo
da perda de &gua pela transpiracéo e temperatura foliar, aumentando a reflexéo da
luz pela superficie das folhas (WERKER e FAHN, 1981).

Os tricomas podem ser glandulares, possuindo células especiaizadas
para a producdo e secrecdo de substancias quimicas, e ndo-glandulares, os pélos
tectores (METCALFE e CHALK, 1950; LEVIN, 1973; CUTTER, 1986;
ASCENSAO et a., 1995). Os tricomas glandulares (ou glandulas) sdo apéndices
epidérmicos que normalmente ocorrem na parte aérea das plantas, nos diversos

Orgéaos reprodutivos e vegetativos, produzindo, em muitas espécies, substancias



lipofilicas (FAHN, 1988; HAY e SYOBODA, 1993).

Os 0leos essenciais, a principal classe de principios ativos presente nas
espécies da familia Lamiaceae e que Ihes confere grande importancia econdmica,
sdo normalmente produzidos em tricomas glandulares (HAY e SVOBODA,
1993; ASCENSAO et d., 1995). Em Pogostemon cablin (patchouli), o acimulo
dos 6leos essenciais ocorre ab mesmo tempo em tricomas glandulares externos e
glandulas internas, devendo-se ressaltar que estas ocorrem inclusive nas raizes
(UPHOF, 1962; HENDERSON et al., 1970). O numero de glandulas internas em
P. cablin foi trés vezes maior que o de tricomas glandulares externos, e a
concentragéo de sesquiterpendides no oleo essencial presente nests glandulas foi
aproximadamente trés vezes menor que nos tricomas (HENDERSON et a.,
1970).

Segundo FAHN (1988), os tricomas glandulares sdo as estruturas
secretoras mais recentes, sob o ponto de vista evolutivo. GOODWIN e MERCER
(1972) relataram que a imensa diversidade biossintética presente nas plantas, em
relacdo aos 0Oleos essenciais, talvez sgja um excelente exemplo da evolugdo em
progresso.

Outras classes de compostos podem ser produzidas pelos tricomas
glandulares, como os flavondides e quinonas, que, a exemplo dos Oleos
essenciais, s produtos do metabolismo secundério (LUTGE e SCHNEPF,
1976). WIDEN e BRITTON (1969) descreveram glandulas internas que se
desenvolvem nos espacos intercelulares (idioblastos) de rizomas de Dryopteris
dilatata, planta que ocorre no leste dos Estados Unidos, e que produzem
compostos derivados de floroglucinol.

Na familia boténica das Lamiaceae, ocorrem diversos tipos de tricomas
glandulares e néo-glandulares (METCALFE e CHALK, 1950), devendo-se
ressaltar que entre os glandulares observa-se a predominancia de dois deles. os
peltados, que sd0 compostos de uma célula basal, uma curta haste celular
(pedunculo) e um &pice formado por varias células secretoras arranjadas numa

Unica camada, e os tricomas capitados, que possuem uma célula basal, uma haste



celular geralmente mais alongada, composta de uma ou mais células, e um apice
constituido por uma, duas ou quatro células secretoras (FAHN, 1988;
ASCENSAO et a., 1995). A presenca de tricomas glandulares e pélos em ambas
asfaces dasfolhas de Leonurussibiricus L. foi relatada por MOREIRA FILHO (1956).

Os tricomas peltados e capitados, em Leonotis leonurus, sdo originados
de uma Unica célula protodérmica, maior que as circundantes, na qual ocorrem
divisBes periclinais no inicio e anticlinais na fase final do processo (ASCENSAO
et a., 1995). Em Salvia officinalis, CROTEAU et al. (1981) relataram a formagéo
de novos tricomas glandulares até o inicio da expansdo das folhas, que coincide
com o final dafase meristematica.

Os tricomas glandulares s&o estruturas estreitamente ligadas as células do
mesofilo, ricas em amido, e a existéncia de muitas mitocondrias nas células
secretoras indica que a formagdo dos 0leos essenciais € um processo que requer
muita energia. A presenca de corpusculos osmiofilicos no citoplasma é uma
evidéncia de que é nesse compartimento celular que ocorre a sintese desses 0l eos.
As organelas presentes nas glandulas s&o normalmente as mesmas encontradas
nas células vizinhas, mas uma vez iniciada a producdo de 0leo essencial, parece
haver um aumento do aparelho de Golgi e do reticulo endoplasmético, e os
vacuolos ficam mais osmiofilicos (BOSABALIDIS e TSEKOS, 1982; HAY e
SVOBODA, 1993). WERKER e FAHN (1981) constataram que praticamente
todas as organelas citoplasméticas das células secretoras estéo envolvidas na
producdo das substancias excretadas.

Nos tricomas peltados o0 acimulo de 6leo essencia é feito entre a parede
externa e a cuticula da célula secretora, enquanto nos capitados ocorre no |imen
da célula e, ou, em pegquena cavidade entre a cuticula e a parede celular (Werker
et al., citado por MARTINS, 1996). Em Leonurus cardiaca foram encontrados
tricomas capitados formados por duas, trés, quatro e até mais de quatro células
apicais (ABU-ASAB e CANTINO, 1987). Em relagdo a composicdo do 6leo
essencial  presente no interior de tipos de glandulas diferentes,
VENKATACHALAM et a. (1984) observaram que ndo houve variagdo entre a



composicdo do Oleo essencia extraido de glandulas sésseis com oito células no
apice e ado 0leo extraido de glandulas com apenas uma célula apical.

A densidade glandular pode ser utilizada como informac&o auxiliar na
distingdo entre plantas da mesma espécie, mas com caracteristicas genéticas
variavels, como quimicétipos e variedades genéticas (TURNER et al., 1980;
MARTINS, 1996). CROTEAU et a. (1981), ao estudarem Salvia officinallis,
encontraram uma alta correlacéo entre a densidade glandular, a acumulacéo de
0leo essencial e o seu teor de canfora.

Para determinacdo da densidade (ou da freguéncia) glandular, é
necessario que se utilize a técnica da diafanizacdo, na qual se rediza a
clarificagdo dos segmentos foliares, visando eiminar as substéncias que
dificultam a visualizagdo da superficie foliar a0 microscopio (O'BRIEN e
McCULLY, 1981). Por causa da grande variagdo no numero de tricomas por
unidade de area, de acordo com o 0rgéo da planta e a posicéo deste (DUDAI et
a., 1988, HAY e SVOBODA, 1993) e ainda com o seu estadio de
desenvolvimento (COLSON et al., 1993), deve-se padronizar o local de retirada

das amostras, visando a contagem de estruturas.

2.3.2. Mesofilo

Segundo MOREIRA FILHO (1956), a espécie Leonurus sibiricus possuli
folha dorsiventral, com parénquima palicadico abaixo da epiderme adaxial,
formado por uma camada de células alongadas no sentido radial, ocupando
metade do mesofilo, e a outra metade ocupada pelo parénquima lacunoso, acima
da epiderme abaxial, com trés a quatro camadas de células, de formatos e

tamanhos variados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Andlisesisozimaticas

3.1.1. Obtencao das plantas

As sementes de plantas dos dois fenotipos (flores brancas e roxas) foram
semeadas em copos pléasticos descartaveis de 300 mL, contendo substrato
composto de solo, esterco bovino fermentado e areia, na proporcgéo de 3:2:2, que
foram mantidos sob telado de sombrite 50% e polietileno transparente.
Utilizaram-se 15 recipientes para cada fendtipo.

Foram feitos gustes das metodologias normalmente empregadas para
selecionar os sistemas de melhor resolucdo das bandas, bem como as melhores
combinagdes de pH das solucdes-tampéo dos géi's e dos el etrodos.

Os sistemas isozimaticos testados foram: peroxidase (PO), xiquimato
desidrogenase (SKDH), glutamato desidrogenase (GDH), esterase (EST),
fosfatase acida (ACP), glutamato oxaloacetato transaminase (GOT), malato
desidrogenase (MDH), glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH), isocitrato
desidrogenase (IDH) e leucina aminopeptidase (LAP).

Os testes foram feitos antes e depois do florescimento, sendo iniciados

quando as plantas atingiram 50 dias de idade.
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3.1.2. Coleta e preparacdo das amostras

Utilizaram-se, separadamente, folhas jovens, coletadas na porgéo apical
dos ramos, e raizes jovens, obtidas nas extremidades do 6rgdo. As coletas,
realizadas com o auxilio de uma tesoura, foram feitas por volta de 8 horas. O
material coletado foi, em seguida, transferido para amofariz de porcelana
previamente resfriado, adicionando-se cinco gotas de solucao-tampéo extratora e
aproximadamente 20 mg de PVPP (polivinil polipirrolidona), utilizado para
aumentar a estabilidade das enzimas e remover compostos fendlicos (ALFENAS
et a., 1991) e macerado, utilizando-se clava de porcelana. O extrato obtido foi
filtrado em lengco de papel e absorvido em retangulos de papel cromatogréfico
Whatman 3M, medindo 10 x 5 mm, constituindo cada retangulo de papel numa
amostra. Utilizou-se aproximadamente 0,4 g de tecido vegetal para preparacéo de
cada amostra.

A composicao da solucdo-tampéo extratora, de acordo com ALFENAS et
a. (1991), foi:

- fosfato de sodio bibésico (0,034 M) .......cccoeeveevenneee. 0,609
- SACAIOSE (0,2 M) e 7,009
- PVP-40 (polivinil pirrolidona) (2,56%) .........cccc.e...... 2,569
- DTT (ditiotreitol) (3mM) ....cceeeveeeeeeeeeee e 0,059
- L-&cido ascorbico (5,7 MM) ....cceeeveeeceeceeceeceeee, 0,109
- DIECA (acido dietilditiocarbamico) (5,8 mM) .......... 0,109
- bissulfito de s6dio (2,6 MM) .....ccoeeveeveeieeeeeeee, 0,05¢g
- borato de sédio (Borax) (2,5 MM) .....cccvveeeeeeceecienee. 0,05¢g
- 2-mercaptoetanol (0,2 90) .....cceeceeveeerer e 0,20 mL
- polietilenoglicol-6000 (190) ......ccccceeveeereeerereieee e 1,009
- aguadeionizada ou destilada (9.S.p.) ..ceeeeerreerreerieenne. 100,00 mL
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3.1.3. Preparacao dos géis e eletr oforese

Utilizaram-se géis de amido a 12 %, que foram preparados com 42 g de
amido hidrolisado Sigma, em 350 mL de solucdo-tampdo tris-acido citrico.
Inicialmente, fez-se uma suspensdo, adicionando-se 42 g de amido a 80 mL da
solucao-tampédo do gel em frasco kitazato de 1.000 mL. Os 270 mL restantes da
solucdo-tampédo foram submetidos a fogo brando, até a fervura. Esta solucédo
fervente foi vertida sobre a suspensdo de amido, sob agitacdo, e submetida a
coccdo em fogo brando, agitando-se sempre, até a formagdo de um gel
transparente. Utilizaram-se também géis de amido de milho (“maisena’), que
foram preparados de modo semelhante, apresentando diferenca apenas no tempo
de coccdo. A preparacdo dos géis foi feita sempre a tarde, visando obter um
resfriamento lento, que ocorria a noite, 0 que permitiu a obtencdo de géis
uniformes.

Apbs a coccdo, 0 kitazato que continha o amido geleificado foi
submetido a vacuo brando, para evitar a formagdo de bolhas de ar que pudessem
formar espacos vazios no gel. Em seguida, o conteldo do frasco foi vertido
cautelosamente em férma de acrilico e coberto com placa de vidro previamente
aguecida a 40°C, para evitar excesso de evaporagdo e uniformizar a superficie,
permanecendo em repouso durante toda a noite, a temperatura ambiente.

No inicio da manha seguinte, os géis foram resfriados em geladeira a
aproximadamente 4°C, por cerca de 1 hora, e depois cortados transversalmente, 4
cm acima de uma das extremidades, originando duas porcdes de tamanhos
distintos. Afastou-se a por¢éo menor, para colocacdo (aplicacdo) das amostras ao
longo da face cortada da porcédo maior do gel, em posicOes equidistantes,
totalizando dez amostras em cada gel. Para permitir a visualizago da frente de
migracdo durante a corrida eletroforética, aplicou-se uma tira de papel embebido
em azul-de-bromofenol em cada extremidade do gel.

As solugbes-tampéo utilizadas na preparacéo do gel e dos eletrodos sao
descritas por SHAW e PRASAD (1970) e SOLTIS et al. (1983).
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Apos a aplicagéo das amostras, juntaram-se as partes do gel e colocaram-
se panos tipo “perfex”, dobrados uma vez, dentro das cubas dos eletrodos
contendo 100 mL do tampé&o apropriado e o gel, estabelecendo uma ponte entre
estes, iniciando-se a corrida eletroforética em seguida. Nos primeiros 30 minutos
realizou-se uma “pré-corrida’, com voltagem de 150 V, visando a liberacéo das
enzimas para o gel. Apés esse tempo, a fonte fornecedora de corrente elétrica foi
desligada e as amostras de papel retiradas, com o auxilio de uma pinga cirurgica,
juntando-se logo apos as partes do gel. Religou-se a fonte elétrica, gustada em
250 V para o sistema PO e em 300 V para os demais, esperando-se que a frente
de migracdo atingisse 8 cm acima da origem, quando se encerrou a corrida. A
eletroforese foi conduzida em refrigerador vertical com porta de vidro, a uma

temperatura de aproximadamente 4°C.

3.1.4. Color acao, fixacao e secagem dos géis

Apo6s a corrida, o gel foi cortado horizontalmente, em fatias de 2 mm de
espessura, utilizando-se réguas de vidro e um fio de néilon n® 20. Descartaram-se
aprimeira e a Ultima fatias, por ndo apresentarem boa resolucdo das bandas apds
a coloracdo, acondicionando-se as demais em recipiente refratério tipo “pyrex”,
imergindo-as em solucdo apropriada para revelacdo das bandas (SHAW e
PRASAD, 1970; SOLTIS et a., 1983).

Na revelacé@o do sistema peroxidase, o gel imerso na solucao corante foi
incubado a 4°C, e para revelacdo dos demais, a 37°C, em auséncia de luz. O
tempo de revelacdo dos géis foi o suficiente para o aparecimento nitido das
bandas. Apds a revelacdo, o corante foi descartado, os géis lavados em agua
corrente comum e fixados em solucéo de glicerina a 10%, por cerca de 12 horas a
temperatura aproximada de 8°C, em refrigerador (SOLTIS et al., 1983).

A secagem dos géis foi feita mediante o uso do “Método do Bastidor”,
descrito por ALFENAS et al. (1991).

Os géis foram examinados e interpretados em diafanoscopio. Os sistemas

gue apresentaram boa resolucdo foram selecionados e mediram-se as distancias
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percorridas pelas bandas e o tamanho destas com uma régua graduada em
milimetros, transferindo-se esses valores para um papel milimetrado. Calcularam-
se, em seguida, os valores do fator de retencéo (Rf) para as bandas observadas.
Efetuou-se o calculo de Rf, dividindo-se a distancia total da corrida, indicada

pelo azul-de-bromofenol, pela distancia percorrida pelas bandas.

3.2. Anatomiafoliar

3.2.1. Coleta das amostras

Dentre as plantas que foram cultivadas para realizacao das extragoes de
Oleo essencial (Capitulo 2), escolheram-se trés de cada fenétipo, em pleno
florescimento, para preparacdo do material que seria utilizado para as analises
anatomicas.

Em testes preliminares, verificou-se que as estruturas anatbmicas da
epiderme de caules e folhas sdo praticamente as mesmas e optou-se por realizar
as observacdes em folhas, que foram ainda classificadas em ndo-completamente
expandidas, chamadas de “novas’, retiradas do 10° n6 a partir do dpice do ramo,

e completamente expandidas, chamadas de “maduras’, retiradas do 17° no.

3.2.2. Microscopiadeluz

3.2.2.1. Prepar acao dos blocos

Seccionaram-se as folhas na parte mediana, retirando-se retangulos de
aproximadamente 4 mm de comprimento por 1 mm de largura, ao lado da nervura
principal, no sentido longitudinal.

O material foi fixado em solucdo aquosa de glutaraldeido 2%, por 2
horas, sendo, em seguida, pos-fixado com solucéo aquosa de tetroxido de 6smio
1%, em tampéo fosfato de potassio 0,1 M, por 1 hora. Logo apds, lavou-se o

material com a solucéo-tampéo e realizou-se a desidratacéo com série alcodlica
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crescente (alcoois 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90% e etanol puro), por 10 minutos
cada; solucdes etanol + oxipropileno nas proporgbes 3:1, 1:1 e 1:3vlv, por
10 minutos cada; e oxipropileno puro por duas vezes, 10 minutos cada
(BOZZOLA e RUSSEL, 1992).

A inclusdo do material foi feita em historesina “Embed-812" (acetato de
uranila), preparada conforme as recomendacdes do fabricante. Antes, porém, os
segmentos de folha foram tratados com misturas que continham oxipropileno +
solugdo de infiltragdo (mistura de 5 mL de acetato de uranila+ 8 mL de anidrido
dodecenil succinico e 8 mL de acetato de uranila + 7 mL de anidrido metil
nadico), nas proporgdes 3:1, 1:1 e 1:3 v/v, por 10 minutos cada. Utilizou-se em
seguida a solucéo de infiltragdo pura, por 20 minutos. Ao colocar 0 material na
historesina (solucdo de infiltragdo + endurecedor), utilizou-se vacuo brando por
20 minutos, visando aumentar a penetracdo da mistura. Logo apos, o materia foi
emblocado em moldes plésticos apropriados, que foram colocados em estufa a
50°C, por dois dias, para polimerizacdo da mistura. Nos blocos obtidos fizeram-se
cortes transversais semifinos (2 a 8 mm de espessura), utilizando-se ultra
micrétomo rotatério Sorval com navalha de vidro. Os cortes foram colocados
sobre as laminas de vidro, corados com azul-de-toluidina 0,01% (BOZZOLA e
RUSSEL, 1992), e as laminas permanentes montadas com 0 meio de incluséo
rapida“Entellan”.

As observagdes e fotomicrografias foram realizadas em fotomicroscopio
Carl Zeiss Jena DOCUVAL.

3.2.3. Microscopia eletrdnica de varredura
As folhas, nas mesmas condi¢bes descritas para a microscopia de luz,
foram cortadas em segmentos de aproximadamente 0,5 cm de lado. A fixagdo e a

pos-fixacdo também seguiram 0S mesmos procedimentos descritos

anteriormente.
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ApoGs a lavagem em solucéo-tampéo e desidratagdo do material em serie
alcodlica progressiva, substituiu-se o etanol por CO, liquido em equipamento
BALZERS, modelo CPD 020, utilizado para obter ponto critico de secagem.
Apoés ligeiro aguecimento, o CO, passou para a fase gasosa, deixando os
segmentos de folha no seu ponto critico.

Em seguida, os cortes foram aderidos a blocos especiais, para
microscopia eletronica de varredura (“stubs’), com a utilizacdo de fita adesiva de
dupla face e pasta de carbono aplicada aos bordos dos cortes, visando aumentar
sua condutividade. O material assim preparado foi recoberto com uma camada de
ouro metdlico de aproximadamente 10 nm de espessura, utilizando-se 0 processo
de pulverizacéo catodica, realizado em equipamento BALZERS de congelamento
a seco, modelo FDU 010, acoplado ao conjunto de pulverizagdo catodica modelo
SCA 010.

Foram feitas observacOes e fotomicrografias das faces abaxia e adaxial
das folhas novas e maduras dos dois fenotipos, utilizando-se microscopio
eletronico de varredura JEOL T200.

3.2.4. Diafanizacao

Dentre as plantas de L. sibiricus cultivadas, escolheram-se trés de cada
fendtipo que fossem homogéneas e representativas da populacdo. Coletaram-se
folhas situadas no 10° né (folhas jovens), que foram seccionadas na regido
mediana, retirando-se segmentos de 0,5 x 1,0 cm ao lado da nervura central. Estes
segmentos foram diafanizados, permitindo que se redlizasse a contagem de
tricomas glandulares e ndo-glandul ares.

A diafanizacdo foi realizada de acordo com os seguintes procedimentos,
adaptados de Azevedo, citado por MARTINS (1996):

- fixagdo dos segmentos de folha em F.A.A. 50% (formalina, acido

acético e etanol 50% na proporcdo de 1:1:9 v/v), por 20 dias;

- hidratagéo com etanol 30% e agualogo apds, por 10 minutos cada;

- solucéo de NaOH 10% por 2 horas;
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- lavagem em agua destilada por trés vezes, 5 minutos cada;

- solucéo de hipoclorito de sodio 20%, por 2 horas;

- lavagem em agua destilada;

- desidratacdo com etanol 30 e 50%, por 10 minutos cada;

- coloragéo com safranina (JOHANSEN, 1940), por 2 horas,

- desidratacdo com etanol 70, 80, 90 e 100%, por 10 minutos cada;

- coloragéo com azul-de-anilina, por 12 minutos,

- etanol:xilol nas proporgdes 3:1, 1.1 e 1:3, respectivamente, por 10
minutos cada;

- xilol, 10 minutos; e

- montagem das |&minas permanentes em b samo-do-canada.
3.2.4.1. Determinagao da frequéncia detricomas

O material diafanizado foi observado em microscopio Carl-Zeiss Jena
DOCUVAL, escolhendo-se, aleatoriamente, dez campos de observacdo com
mesma area (0,1271 mm?) da face abaxia de cada material, nos quais se realizou
a contagem do numero de tricomas glandul ares e ndo-glandul ares (pél os tectores)
presentes. Posteriormente, calculou-se o0 nimero de tricomas por mm?

(freqUiéncia), que foram submetidos a andlise de variancia.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Andlisesisozimaticas

O sistema peroxidase foi 0 Unico dentre os testados que apresentou
polimorfismo, devendo-se ressaltar que se obteve melhor resolucdo ao utilizar os
tampdes descritos por SHAW e PRASAD (1970). Foram obtidos os melhores
resultados quando se utilizaram raizes jovens na preparacdo das amostras.

Na Figura 1, estéo ilustradas as bandas caracteristicas dos dois fendtipos
para 0 sistema peroxidase. Houve a formacéo de apenas uma banda catodica com
Rf=0,1 para os dois fendtipos. Houve diferencas na espessura da banda e
intensidade de cor, formando-se dois padrdes isoziméticos. O fendtipo de flores
roxas apresentou maior espessura e coloragao ligeiramente mais intensa da banda.

Para esse tipo de comportamento, PEREIRA (1986) sugere que possa
estar havendo uma fixacéo casua de alelos, pois Leonurus sibiricus ndo é uma
planta que tenha passado por selecdo artificial, a exemplo de Méellinis minutiflora,
planta com a qual trabalhou.

A intensidade e o tamanho das bandas podem ser indicios do grau de
atividade das enzimas. SIEGEL e GALSTON (1967) e NAGLE e HAARD
(1975) sugerem que as peroxidases tém relacdo com a oxidacdo do é&cido
indol-3-
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Figura 1 - Representacdo esquemética dos fendtipos isozimaticos de peroxidase
(PO), obtidos nas analises eletroforéticas de raizes jovens de plantas
dos fendtipos de flores roxas e brancas de Leonurus sibiricus L.

il-acético (AlA), o nanismo, o fendmeno da abscisdo e 0 mecanismo de
resisténcia as doengas, estando, portanto, bastante ligadas as respostas das plantas
em condicdes estressantes. O fato de o fendtipo de flores roxas ter apresentado
maior atividade de uma enzima de resposta ao estresse pode estar indicando que
seja mais habil em se adaptar as condi¢des do meio do que o fendtipo de flores
brancas. A maior disseminacdo do fendtipo roxo na natureza, em detrimento do
branco, conforme observado naregido de Vigosa e citado por LORENZI (1991),
para outras regioes, pode ser considerado um indicativo de maior adaptabilidade
daquele.

Na Figura 2 esta representado o padrdo isozimatico dos dois fendtipos,
obtido da eletroforese de amostras de folhas jovens, no sistema isocitrato
desidrogenase. Apesar de ndo ter apresentado polimorfismo, este sistema teve
boa resolucéo, podendo ser utilizado para comparagdes futuras. Os valores de Rf
foram: banda 1 (a de menor mobilidade) Rf = 0,61; banda 2 Rf=0,66; e banda 3
Rf =0,71.
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Figura 2 - Representacdo esquematica do fenotipo isozimatico de isocitrato
desidrogenase (IDH), obtido nas analises eletroforéticas de folhas
jovens de plantas dos fendtipos de flores roxas e brancas de
LeonurussibiricusL.

4.2. Anatomiafoliar

4.2.1. Estruturadalaminafoliar

Nas caracteristicas e na distribuic¢éo das estruturas internas da folha, ndo
foi observada diferenca entre os dois fendtipos e tampouco entre os dois estadios
de desenvolvimento analisados.

Observa-se, na Figura 3, uma fotomicrografia de corte transversa
semifino da folha de L. sibiricus. A epiderme € unisseriada nas duas faces,
formada por células achatadas, recoberta por fina cuticula na superficie externa,
sendo na superior 0 tamanho dessas células maior e a cuticula mais espessa. A
folha é dorsiventral, diferente de L. cardiaca, que a possui isobilatera (ABU-
ASAB e CANTINO, 1987). O mesofilo é formado por uma camada de células
alongadas no sentido perpendicular & epiderme, o parénquima palicadico,

localizado na face adaxial, e por trés a quatro estratos de células de formato
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Figura 3 - Fotomicrografia de corte transversal semifino de folha de Leonurus
sibiricus L. T - pélo tector, G - tricoma glandular, S - epiderme
superior, | - epiderme inferior, P - parénquima palicadico e L -
parénguima lacunoso. Barra= 50 nm.

variavel, localizados logo abaixo do parénquima palicadico, o parénguima
lacunoso, 0 que concorda com as observacoes realizadas por MOREIRA FILHO
(1956), ao analisar a mesma especie.

Observaram-se  estbmatos apenas na superficie abaxial (folha
hipoestomética), situados num nivel levemente acima da epiderme, como se
observa na Figura 4, onde também se nota a camara subestomética.
Caracteristicas estométicas semelhantes foram observadas por ABU-ASAB e
CANTINO (1987), em L. cardiaca.

Estéo presentes tricomas glandul ares peltados e capitados e tricomas néo-
glandulares (pélos tectores) nas duas faces das folhas, percebendo-se maior
guantidade dos dois tipos na face abaxial. Os pélos encontrados sd0 unisseriados,
uni ou bicelulares e ornamentados. Na Figura 5, observa-se um pélo tector
unisseriado bicelular. Em L. cardiaca foram encontrados pélos de duas e trés
cdulas (ABU-ASAB e CANTINO, 1987), e em Leonotis leonurus ASCENSAO
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Figura 4 - Fotomicrografia de corte transversal semifino de folha de Leonurus
sibiricus L. | - epiderme inferior, L - parénquima lacunoso, E -
estOmato e SE - camara subestomatica. Barra= 10 nm.

Figura 5 - Fotomicrografia de corte transversal semifino de folha de Leonurus
sibiricus L. T - pélo tector, | - epiderme inferior e L - parénquima
lacunoso. Barra =30 nm.
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et al. (1995) observaram a presenca de pélos de duas a cinco células. De acordo
com Poos, Singh, Hedley, Bernard e outros, citados por LEVIN (1973), a
pubescéncia teria uma funcéo de auxilio na protecdo das plantas contra fitofagos,
dificultando especia mente a oviposi¢ao de insetos sobre as fol has.

Abaixo de muitos tricomas peltados de L. sibiricus, observou-se um
adensamento de células no parénquima lacunoso, resultado da diminuicdo dos
espacos intercelulares, estando estes tricomas, assim como 0s capitados,
localizados em depressdes suaves da epiderme (Figuras 3, 6 e 7), caracteristica
também observada por COLSON et a. (1993), em Mentha x piperita;
ASCENSAO et al. (1995), em Leonotis leonurus; e MARTINS (1996), em
Ocimum selloi.

Na Figura 7, pode-se observar um tricoma peltado em detalhe, notando-
se 0 grande volume de seu dpice, em que se acumula o 6leo essencial, formando
um corpo osmiofilico. O pedunculo do tricoma € bastante curto, o que concorda
com a descricdo feita por FAHN (1988), para tricomas deste tipo presentes em
outras especies vegetais.

Um tricoma capitado é mostrado na Figura 8, onde se nota o0 &pice menor
gue o do tricoma peltado e pode-se observar a separacdo existente entre as células
que formam o apice, 0 que N&o se consegue perceber no tricoma peltado.

O tricoma peltado em Leonurus sibiricus apresenta-se como uma unica
célula secretora grande, que armazena o 0leo essencia. Estrutura semelhante foi
observada na espécie Origanum dictamnus, na qual as células do apice, apds
divisdes anticlinais sucessivas, passam por um processo lisigeno e fundem-se,
formando um &pice unicelular que armazena o 6leo essencial produzido. Nesse
tipo de tricoma, a cuticula visivel externamente € formada pelo coal escimento das
cuticulas das céulas apicais que se fundiram (BOSABALIDIS e TSEKOS,
1982).
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Figura 6 - Fotomicrografia de corte transversal semifino de folha de Leonurus
sibiricus L. S - epiderme superior, | - epiderme inferior, P -
parénguima palicadico, L - parénquima lacunoso, TP - tricoma
peltado e C - tricoma capitado. Barra= 30 nm.

Figura 7 - Fotomicrografia de corte transversal semifino de folha de Leonurus
sihiricus L. | - epiderme inferior, L - parénquima lacunoso e TP -

tricoma peltado. Barra= 10 nim.
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Figura 8 - Fotomicrografia de corte transversal semifino de folha de Leonurus
sibiricus L. | - epiderme inferior, L - parénquima lacunoso e C -
tricoma capitado. Barra= 10 nm.

4.2.2. Andlise da epider me - vista par adérmica

A freqUéncia de tricomas glandulares e ndo-glandulares da face abaxial
de folhas de L. sibiricus varia significativamente entre os fenétipos estudados
(Quadro 1), tendo o fendtipo roxo apresentado freqiiéncia maior tanto para os
pélos quanto para os tricomas glandulares (Quadro 2). Em principio, isto significa
gue esse fendtipo teria maior capacidade de produzir 6leo essencial, pois dispde
de maior quantidade de estruturas aptas a produzi-lo e armazenéa-|o.

Na Figura 9, € mostrado um detalhe da face abaxial de folha do fendtipo
roxo em preparacao diafanizada, onde se tem uma vista paradérmica da amostra.
Pode-se observar que o tipo de etbmato predominante € 0 anomocitico. Na mesma
figura, podem ser vistos os dois tipos de tricomas glandulares encontrados em Leonurus
shiricus, devendo-seressaltar que o petado ainda estéd em fase de formacéo, podendo-se
diginguir sete a oito céulas no dpice do tricoma, formadas no sentido radid. ABU-
ASAB e CANTINO (1987) observaram caracteristicas semelhantes em L. cardiaca.
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Quadro 1 - Resumo da analise de variancia do nimero de tricomas glandulares e
n&o-glandulares por mm?, na face abaxial de folhas de dois fendtipos

de Leonurus sibiricus L., cultivados em VigosaMG

Quadrados Médios
Fv GL
Trics. Glangulares Trics. N&o-Glandulares
Fendtipo 1 58,01666* * 216,6000* *
Residuo 58 1,568391 5,157471
CV (%) 19,31 13,41

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Quadro 2 - Vaores medios da frequéncia de tricomas glandulares e nédo-
glandulares na face abaxia de folhas de dois fendtipos de

Leonurus sibiricusL.

Fendtipos Trics. Glandulares Trics. N&o-Glandulares
Floresroxas 59 a 149 a
44 b 119 b

Flores brancas
As médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, a 1% de probabilidade, pelo teste

F.
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Figura 9 - Fotomicrografia de epiderme da face abaxial de folha diafanizada do
fenotipo de flores roxas de Leonurus sibiricus L. TP - tricoma peltado,
C - tricoma capitado e E - estdmatos anomociticos. Barra= 30 nm.

Nas observagdes realizadas em microscopio eletronico de varredura
(Figuras de 10 a 19), pdde-se notar que existe uma superioridade do fendtipo
roxo com relacdo a freqliéncia de tricomas, considerando que as amostras foram
col etadas e observadas em regides padronizadas das fol has.

Nessas mesmas observagoes, ndo foram verificadas diferengas entre os
dois fendtipos em relacdo ao tipo de estrutura presente na superficie foliar,
havendo, porém, variagdo entre o tipo de estrutura predominante, considerando-
se aface abaxial ou adaxial.

De modo geral, pbde-se observar que os tricomas glandulares capitados e
peltados estdo presentes tanto na superficie abaxial quanto na adaxial, mas que a
ocorréncia dos tricomas peltados € mais comum na face abaxial. Na face adaxial,
encontram-se os tricomas capitados em maior nimero. Grande quantidade de
tricomas glandulares rompidos foi observada (Figura 10), notando-se que o0s

tricomas peltados foram os mais susceptiveis a esse tipo de dano.
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Figura 10 - Fotomicrografia em microscopio eetrénico de varredura da superficie
abaxia de folha do fendtipo roxo de Leonurus sibiricus L. TP - tricoma
peltado, C - tricomacapitado e T - péo tector; E - estbmato. Barra= 50mm.

Figura 11 - Fotomicrografiaem microscdpio eetronico de varredura da superficie abaxia
de folha do fendtipo roxo de Leonurus sihiricus L. C - tricoma capitado, T -
pélo tector, E - essdmato e O - ornamentagdes. Barra= 10mm.
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Figura 12 - Fotomicrografia em microscopio eletrénico de varredura da superficie
abaxia de folha do fenétipo roxo de Leonurus sibiricus L. TP -
tricoma peltado. Barra=10mm.

Figura 13 - Fotomicrografia em microscopio eletrénico de varredura da superficie
interna da corola de flor do fenétipo branco de Leonurus sibiricus L.
T - pélo tector. Bara=140mm.
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Figura 14 - Fotomicrografia em microscopio eletronico de varredura da superficie
interna da corola de flor do fendtipo roxo de Leonurus sibiricusL. T -
pélo tector e TP - tricoma peltado. Barra= 100mm.
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Figura 15 - Fotomicrografia em microscopio eletronico de varredura da superficie
externa da corola de flor do fenotipo roxo de Leonurus sibiricus L.
TP - tricoma peltado e PE - pedinculo. Barra=10mm.
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Figura 16 - Fotomicrografia em microscopio eletronico de varredura da superficie
abaxia de folha do fendtipo roxo de Leonurus sibiricus L. Bara =
100mm.

Figura 17 - Fotomicrografia em microscopio eletronico de varredura da superficie
abaxial de folha do fenotipo branco de Leonurus sibiricus L. Bara=
100mm.
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Figura 18 - Fotomicrografia em microscopio eletronico de varredura da superficie
adaxial de folha do fenétipo roxo de Leonurus sibiricus L. C -
tricoma capitado, T1 - pélo tector unicelular e T2 - pélo tector

bicelular. Barra= 100mm.

Figura 19 - Fotomicrografia em microscopio eletronico de varredura da superficie
adaxial de folha do fenotipo branco de Leonurus sibiricus L. C -
tricoma capitado, T1 - pélo tector unicelular e T2 - pélo tector

bicelular. Barra= 100mm.
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A reducdo da umidade relativa em niveis muito baixos, ao se realizar o
ponto critico de secagem, durante a preparagcéo dos cortes para observagéo ao
microscopio eletronico de varredura, ou até mesmo durante a fixagdo do material,
pode ter ocasionado o rompimento das glandulas peltadas de Leonurus sibiricus.
VENKATACHALAM et a. (1984), ao trabalharem com Salvia officinalis,
verificaram o mesmo fato.

Segundo ASCENSAO et a. (1995), em Leonotis leonurus os dois tipos
de tricomas glandulares, capitados e peltados, tém diferentes processos de secre-
¢ao de seus conteldos, devendo-se ressaltar que os peltados estéo adaptados para
se romperem mais facilmente sob a atuagdo de fatores externos, como atas tem-
peraturas, baixa umidade relativa e agdes por parte de animais, liberando o 6leo
essencia parao meio. O mecanismo de liberagéo do contetido dos tricomas pelta-
dos de L. sihiricus e de Salvia officinalis indica ser semelhante ao de Leonotis
leonurus, como ocorre em plantas dos géneros Thymus e Origanum, conforme
verificado por Bruno e Modenesi, Werker e outros, respectivamente, citados por
ASCENSAO et al. (1995), 0 que demonstra ser esse sistema de liberagso de 6leo
essencia relativamente comum em géneros da familia boténica Lamiaceae.

A maior sensibilidade dos tricomas peltados as temperaturas mais altas e
a baixa umidade poderia explicar a localizagcdo preferencial destas estruturas na
face abaxia das folhas, pois estariam mais protegidas da luz solar direta e dos
ventos. Conforme sugerido por VENKATACHALAM et al. (1984), afragilidade
da cuticula que recobre as glandulas peltadas se deve, provavelmente, ao grande
aumento de volume do seu apice, ocasionado pelo acumulo de 6leo essencial. Na
Figura 12, observa-se um tricoma glandular peltado em detalhe, percebendo-se a
cuticula que o recobre, sob a qual ficaarmazenado o 0leo essencial.

Os pélos tectores observados sdo unisseriados, uni ou bicelulares,
possuindo ornamentagOes na sua superficie (Figuras 10 e 11). A distribuicéo
desses pélos mostrou-se variavel de acordo com as partes da planta analisadas.

Na superficie abaxial das folhas, predominam os pélos bicelulares, de



comprimento superior aos unicelulares, com estes Ultimos ocorrendo em maior
nimero naface adaxial.

Dentro da corola das flores, observou-se uma grande quantidade de pélos
de comprimento elevado, ndo sendo possivel verificar corretamente, nas imagens
obtidas, o niUmero de células que os formam (Figuras 13 e 14).

Os tricomas podem auxiliar no balanco hidrico das plantas (LEVIN,
1973), e uma das formas de tal fato se redlizar seria pela retencdo de umidade na
camada limitrofe, impedindo a acdo direta do vento nessa regido proximo a
epiderme (TAIZ e ZEIGER, 1991). A presenca de pélos de maior comprimento
na face abaxial das folhas serviria como uma barreira a perda excessiva de agua
pela retencéo do vapor d’ agua produzido pela evapotranspiracdo, por mais tempo,
jaque é nessa face que estdo localizados os estOmatos.

Na face adaxial estéo localizadas as células do parénquima palicadico,
gue contém grande quantidade de cloroplastos e que, portanto, sdo responsaveis
pela absorcéo de grande porcentagem da luz necessaria para a fotossintese (TAIZ
e ZEIGER, 1991). Para o funcionamento normal desse processo, € necessario que
grande quantidade de luz chegue até essas células, que seria parcia mente impedi-
da de passar se houvesse a barreira constituida por pélos de tamanho maior.

A funcdo dos pélos longos dentro das flores seria a de, provavelmente,
impedir a destruicdo prematura de estruturas responsaveis pela atracéo de insetos
polinizadores (Figura 14), ao contrario da face externa, em que foram verificadas
a presenca de tricomas glandulares peltados e a completa auséncia de péos
tectores (Figura 15), configuragdo que pode ter a funcdo de atrair a atencéo
desses insetos a distancias maiores, pela liberacdo no meio de substancias
atrativas presentes nos 6leos essenciais.

A diferenca de frequiéncia de tricomas existente entre os dois fenétipos
pode ser visualizada nas Figuras de 16 a 19, que mostram regides equival entes da
face abaxia e adaxial, da folha de cada fendtipo. Pode-se perceber pela
comparagao das imagens que o fendtipo roxo possui maior nimero de pélos e de

tricomas glandulares, tanto na face abaxia, onde a diferenca € mais visivel,
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quanto na face adaxial. 1sso, de certa forma, fornece uma confirmacéo dos dados
obtidos na determinagéo da frequéncia de tricomas na face abaxial, realizada

anteriormente.

5. CONCLUSOES

Verificou-se a existéncia de padrdes isoziméaticos distintos entre os dois
fendtipos para o sistema peroxidase.

N&o se observaram diferencas anatbmicas do mesofilo foliar dos dois
fendtipos.

Observou-se que as folhas do fenétipo de flores roxas de Leonurus
sihiricus L. apresentaram maior frequéncia de tricomas glandulares e néo-
glandulares naface abaxial, em relacéo as do fenotipo de flores brancas.

Verificou-se que na face abaxia das folhas de Leonurus sibiricus L.
predominam os tricomas glandulares do tipo peltado e os tricomas néo-
glandulares unisseriados bicelulares, enquanto na face adaxial predominam os
tricomas glandulares capitados e os tricomas ndo-glandulares unisseriados

unicelulares, ndo havendo diferencas entre os dois fenotipos analisados.
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CAPITULO 2

ANALISE DO RENDIMENTO E COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL
DE DOISFENOTIPOS DE LeonurussibiricusL.

1. INTRODUCAO

A importancia dos 6leos essenciais na sociedade moderna € um fato
indiscutivel, em razéo da sua ampla utilizacdo em diversas industrias, como a
farmacéutica, cosmética e aimenticia. Na medicina popular, a preparacdo de
diversas espécies de plantas aromaticas, na forma de infusdes, procura extrair e
utilizar os beneficios dessa classe de principios ativos.

O fato de os dleos essenciais serem produto do funcionamento do
metabolismo secundério das plantas pode implicar grandes variagcGes em termos
de quantidade e composicdo, de acordo com fatores como: parte da planta,
horario e época de colheita, atague de patdgenos e, ou, pragas, regime hidrico,
dentre outros. De acordo com Tétényi, citado por BROWN JR. (1988), aos
poucos estd se reconhecendo que a variagdo qualitativa e quantitativa dos
metabdlitos secundarios pode ocorrer ao longo de diferentes eixos temporais e

espaciais, tanto genéticos, quanto ecol dgicos e fisiol 6gicos.
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Dentre os dois fenétipos de L. sibiricus ja citados anteriormente,
observou-se que, aém da cor das flores, o fenotipo de flores roxas apresentava
um aroma ligeiramente mais forte que o de flores brancas, o que poderia ser uma
indicagdo de que haveria diferengas quimicas entre os 6leos essenciais dos dois
fen6tipos (MARTINS et al., 1994).

Realizou-se este trabalho com o objetivo de caracterizar os dois fendtipos
de L. sibiricus quanto ao rendimento e a composicéo do Oleo essencia extraido

de caules e de folhas +inflorescéncias, coletados no inicio e em plenafloracéo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Oleos essenciais

Os 6leos essenciais constituem uma grande categoria de principios ativos
produzidos por vegetais, caracterizados por serem separavels por arraste com
vapor de &gua e produzidos em estruturas anatdmicas e celulares definidas, como
cavidades e canais esquizogenos e lisigenos e pélos glandulares (GOTTLIEB e
SALATINO, 1987). Outra caracteristica dos 6leos essenciais citada pel os autores
seria a de conferir aroma aos organismos que os produzem, embora ressaltando
gque esta € uma caracteristica de muitos outros produtos vegetais. Eles séo
definidos por WATERMAN (1993) como misturas complexas, contendo muitas
vezes mais de 100 compostos.

Os Oleos essenciais mais utilizados sdo quimicamente constituidos por
terpenos ou terpendides e fenilpropenos ou fenilpropendides (WATERMAN,
1993). O emprego dos termos terpenos e terpendides, assm como
fenilpropenos e fenilpropendides, tem sido utilizado indistintamente por
diferentes autores, normalmente terpenos e fenilpropenos, referindo-se a
hidrocarbonetos e terpendides e fenilpropendides, a compostos semelhantes
com fungbes oxigenadas (MARTINS, 1996), sem, no entanto, haver um

consenso sobre o assunto. No presente trabalho, foram utilizados os termos
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originalmente propostos por cada autor citado.

2.2. Grupos de compostos constituintes dos 6leos essenciais

Os terpenos sdo uma classe de metabdlitos secundérios formados pela
juncdo de unidades isoprénicas, constituidas por cinco carbonos (Figura 1)
(BANTHORPE e CHARLWOOD, 1980; TAIZ e ZEIGER, 1991). Podem ser
classificados em grupos, de acordo com a quantidade de unidades isoprénicas
presentes, como 0s monoterpenos, com duas unidades isoprénicas, portanto, com
dez carbonos; sesquiterpenos (15 carbonos); diterpenos (20 carbonos), e assim
por diante, sendo os mais encontrados nos Oleos essenciais 0S mono e
sesquiterpenos (BANTHORPE e CHARLWOOD, 1980; PATITUCCI et 4a.,
1995). S&o compostos encontrados em todo o reino vegetal, principal mente no
grupo Traquedfita(BANTHORPE e CHARLWOOD, 1980).

Fonte: WATERMAN (1993).

Figura 1 - Representagcéo esquematica do esqueleto carbdnico de uma unidade
isoprénica.

Os sesquiterpenos sdo originados da rota biossintética do acido
mevalonico (Figura 2), da qual também se originam os monoterpenos, devendo-
se ressaltar que sdo conhecidas mais de 3.000 estruturas sesquiterpénicas e cerca
de 1.000 monoterpénicas (WATERMAN, 1993). A grande diversidade de
sesquiterpenos € devido a0 maior numero de carbonos presentes nesses
compostos, 0 que permite maior variagdo estrutural e estereoquimica
(MARTINS,
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Fonte: Martins (1996), adaptado de Waterman (1993).

Figura 2 - Biossintese dos terpendides.

1996). Ocorrem com freqiéncia nos 0leos essenciais, sendo menos volateis e
mais Viscosos que 0s monoterpenos, com um odor muitas vezes fraco, com
propriedades organol épticas menos pronunciadas que 0s monoterpenos, podendo,
no entanto, influenciar delicadamente o odor dos Oleos essenciais em que
ocorrem (GUENTHER e ALTHAUSEN, 1975; WATERMAN, 1993).

O cadineno (Figura 9) € um exemplo de sesquiterpeno que ocorre em
muitas familias boténicas, como as Rutaceae, Lamiaceae, Poaceae, Lauraceae,
Mirtaceae, Burseraceae, Umbeliferae, Zingiberaceae, Piperaceae, Pinaceae e
outras, existindo diversas variagdes na sua estrutura, sendo o d-cadineno
utilizado em perfumaria e cosmética(GUENTHER e ALTHAUSEN, 1975).

Os diterpenos, formados por 20 carbonos, originam-se do geranilgeranil
pirofosfato (GGPP) (Figura3) (BANTHORPE e CHARLWOOD, 1980). SZo
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OPP

Fonte: BANTHORPE e CHARLWOOQOD (1980).

Figura 3 - Representacdo esquemética da estrutura molecular do geranilgeranil
pirofosfato (GGPP).

constituintes minoritarios nos 0leos essenciais (WATERMAN, 1993), ocorrendo
com freqUéncia em espécies das ordens Lamiales e Asterales, embora a maior
fonte desses compostos segja as espécies das ordens Fabales e Geraniaes
(BANTHORPE e CHARLWOOQOD, 1980). De ocorréncia mais comum em
resinas, os diterpenos possuem a propriedade de endurecerem em contato com o
ar, servindo para fechar cortes existentes nas plantas, como em muitas espécies
dafamilia Euphorbiaceae (TAIZ e ZEIGER, 1991). E incomum a presenca desses
compostos em extracdes de 6leo essencial, realizadas por arraste de vapor, em
virtude da sua baixa presséo de vapor. S&o, de modo geral, altamente viscosos ou
solidos, com alto peso molecular (GUENTHER e ALTHAUSEN, 1975).

No género Leonurus, isolaram-se diversos desses compostos, como
leosibiring, isoleosibina e leosibiricing, isolados em L. sibiricus (SAVONA et d.,
1982), preleoetering, |eoeterina e preispanolona, que sdo diterpenos labdanicos de
L. heterophyllus (HON et al., 1991, 1993) e leocarding, isolada em L. cardiaca
(MALAKOQV et al., 1985). Os diterpenos labdanicos séo utilizados para distinguir
drogas do género Leonurus, pois ocorrem apenas em L. sbiricus e L.
heterophyllus (SAVONA et al., 1982; HON et al., 1991).

Os sesquiterpenos participam de processos ligados a senescéncia das
plantas, enquanto os diterpenos estdo relacionados a regulacdo de crescimento,

pois sdo precursores do &cido abscisico e de giberdinas, respectivamente
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(BANTHORPE e CHARLWOOD, 1980; TAIZ e ZEIGER, 1991).
A ocorréncia de 6leos essenciais na espécie L. sibiricus foi relatada por
Karpovich, citado por OGA et a. (1986).

2.3. Importancia dos oleos essenciais

Para gque as plantas produzam os 6leos essenciais, ha um custo elevado
em termos de DNA, enzimas e energia, que sdo retirados do metabolismo
primario, presumindo-se que hga alguma vantagem para as plantas que 0s
produzem em relacdo as que ndo os produzem (DEANS e WATERMAN, 1993).
De acordo com Swain, citado por CROTEAU e JOHNSON (1984), séo
substancias produzidas pelas plantas em resposta as necessidades ecol dgicas e de
seu desenvolvimento, e conforme BROWN JR. (1988), exercem funcoes
protetoras ou sinalizadoras.

A distincdo de materiais genéticos pode ser feita pela andlise da producdo
de bleos essenciais, em que se identificam os “quimiotipos’, que sdo constituidos
de populacdes de plantas da mesma espécie, mas que apresentam distincdo
guanto as espécies quimicas que produzem (HAY e SVOBODA, 1993),
conforme verificado por MARTINS (1996), em Ocimum selloi.

Podem ter a funcéo de repelir herbivoros ou de diminuir o seu apetite,
como trés sesquiterpenos isolados da espécie Parabenzoin trilobum, que inibiram
0 apetite de larvas das mariposas Spodoptera litorallis e Trimeresia miranda
(Wadaet al., citados por LEVIN, 1973).

Atuam também como fitoalexinas, combatendo fitopatdogenos. PANDEY
e DUBEY (1992), ao testarem diversos 6leos essenciais extraidos de diferentes
espécies de plantas sobre a inibicdo do crescimento de fungos fitopatogénicos,
verificaram que os Oleos extraidos de Hyptis suaveolens e Ocimum canum
(Lamiaceae) provocaram 100% de inibicdo do crescimento micelial de Pythium

aphanidermatum, P. debaryanum e Rhizoctonia solani.  SCORTICHINI e
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ROSSI (1991) observaram gue 0s monoterpenos b-pineno, geraniol e citronelol
exercem controle in vitro sobre a bactéria Erwinia amylovora, raga NCPPB 595.

A aividade moluscicida de monoterpendides (timol, carvacrol e
limoneno) presentes no extrato de Lippia sp., de sesquiterpendides de Warburgia
ugandensis, Ambrosia maritima e A. confertiflora e de diterpendides de Bacharis
trimera e Wedelia scaberrima foi verificada por SINGH et al. (1996).

Podem ainda atrair insetos Uteis, como os polinizadores; exercer fungoes
alelopéticas, estimulando ou inibindo a germinacdo de sementes e, ou, O
desenvolvimento de outras plantas; atuar como “controladores’ da combustéo da
celulose em certos ecossistemas em que a germinacdo de certas especies depende
de calor para ocorrer; e controlar a atividade de fungos celuloliticos, regulando
assim a taxa de decomposi¢éo do material vegetal, o que resulta em maximizagao
da utilizac&o de nutrientes no sistema (DEANS e WATERMAN, 1993).

A utilizagdo dos 6leos essenciais pelo ser humano é feita de maneira
crescente e diversificada, sga nas industrias (farmacéutica, cosmética e
alimenticia) (VERLET, 1993), ou utilizando-os diretamente das plantas que os
produzem, como €& normamente feito nas praticas da medicina fitotergpica
(MARTINS et a., 1994). Possuem efeitos terapéuticos variados, como
estimulantes digestivos, sedativos, antidepressivos e antissépticos (HOFFMANN,
1990).

Cerca de 700 milhdes de ddlares por ano séo movimentados no mercado
de 0Oleos essenciais no mundo, obtidos de espécies variadas, com destague para 0s
0Oleos de rosa, menta e citricos, responsaveis por mais de 300 milhdes de dolares.
A maior parte dessa producéo € proveniente de paises em desenvolvimento, que,
com o crescimento da demanda mundial, poderdo aumentar sua producéo
(VERLET, 1993).



2.4. Extracao de 0leos essenciais

De acordo com Charles e Simon, citados por LOPES (1997), varias
técnicas podem ser empregadas para extracdo de Oleos essenciais, como a
hidrodestilacéo, destilacdo por arrastamento de vapor, extracdo com solventes
organicos ou com CO, liquido, devendo-se ressaltar que o Ultimo processo
apresenta um 6Otimo resultado, mas com o inconveniente de ser extremamente
caro. CRESPO et a. (1991), esclareceram gque 0 método de extracdo deve ser
escolhido de acordo com as caracteristicas de cada espécie. O processo mais
utilizado para realizar as extracOes € o0 arrastamento com vapor d agua, que
apresenta um bom rendimento, facilidade de execucao e custo baixo (MANCINI,
1984; CICOGNA JUNIOR et al., 1987; MARTINS, 1996).

O tempo de destilacéo € um fator que pode alterar tanto o rendimento do
Oleo essencial, quanto a sua composi¢do, conforme verificaram MANCINI
(1984), em Mentha arvensis (hortel&do-brasil), e CICOGNA JUNIOR et al.
(1987), em Caryophyllus aromaticus (cravo-da-india) e Cymbopogon citratus

(capim-lim&o), ao testarem diversos tempos de hidrodestilacéo.

2.5. Analise qualitativa dos 6leos essenciais

A separacdo e aidentificagdo dos componentes que normalmente formam
0s Oleos essenciais oferecem algumas dificuldades, por causa da existéncia de
diversos compostos isomeéricos e da instabilidade apresentada por certos terpenos
(RUDLOFF, 1974).

A utilizagdo da cromatografia em fase gasosa tem se mostrado efetiva
para as analises de misturas complexas, obtendo-se bons resultados qualitativos e
quantitativos, especialmente apds 0 surgimento dos equipamentos mais moder-
nos, que realizam grande parte das operagbes, como a integracéo e o caculo da
area dos picos dos cromatogramas (Bonato, citado por MARTINS, 1996).
Segundo SILVERSTEIN et al. (1981), as técnicas cromatograficas possuem

como vantagens arapidez e a grande precisado dos resultados obtidos nas andlises.
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A comparagcdo entre cromatogramas obtidos pela injecdo de padrdes
conhecidos e amostras com compostos desconhecidos € muito Util em
quimiotaxonomia, ou para identificacdo e controle de qualidade de drogas
(WOLFENDER e HOSTETTMANN, 1995), dentre as inUmeras utilidades que
esta técnica possui. Ainda segundo os autores, a utilizagdo conjunta da
cromatografia de fase gasosa e da espectrometria de massa tem se mostrado
essencial para a andlise e identificagcdo de compostos presentes em misturas
complexas dos 6leos essenciais, ressaltando que, até o momento, a anaise de

compostos pela utilizacdo da espectrometria de massa € a mais eficiente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Producéo das plantas par a as extr agoes

Em maio de 1996, foram semeados dois fendtipos de Leonurus sibiricus
L. (maca€), encontrados no campus da UFV (um com flores brancas e outro com
flores roxas). As sementes utilizadas foram coletadas em novembro do ano
anterior, de plantas nascidas espontaneamente em area submetida ao segundo ano
de pousio, e acondicionadas em sacos de papel, armazenados em local seco, ao
abrigo daluz e atemperatura entre 23 e 26 °C.

Utilizaram-se nove bandejas de isopor de 8 x 16 perfuragbes em cada
uma, num total de 1.152 células, tendo cada fenétipo ocupado metade destas. Em
cada célula, medindo 3,5 cm de lado, foram colocadas aproximadamente quatro
sementes. O substrato utilizado nas bandejas de isopor foi composto de areia :
esterco bovino curtido : terra, na proporcéo de 3:2:1. As bandejas permaneceram
sob um telado de sombrite 50% e polietileno transparente, até as mudas atingirem
aproximadamente 8 cm.

As mudas foram transplantadas, em julho de 1996, para canteiros de 2,0
x 1,5 m, localizados na &rea da Horta Biodinamica, da UFV, com espacamento de
0,4 x 0,3 m, totalizando 25 plantas em cada um. Para a adubacdo, foram

utilizados 13,3 L de esterco de aves decomposto/mz. Cada canteiro constituiu de
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duas parcelas, devendo-se ressadtar que as plantas utilizadas nos diversos
experimentos foram apenas as nove plantas do interior dos canteiros (parcela
atil), constituindo-se as demais em bordaduras.

No Quadro 1, observa-se o resultado da andlise de solo realizada na area
experimental. Por causa das condicdes de fertilidade existentes, optou-se por
realizar a fertilizagdo com esterco de aves decomposto, cujos resultados da

analise encontram-se no Quadro 2.

Quadro 1 - Resultado da andlise* de amostras do solo da area experimental na
Horta Biodindmica do Departamento de Fitotecnia da UFV, em

VigosaaMG
pH P K Al Ca Mg H+Al SB _ CIC Vv M
(H0) Efetiva Tota
MY/Adm® s CmMO/AM....ooveoeveeeecieriene v %........

53 10 16 0 20 07 39 278 278 668 416 0

PeK - extrator Mehlich 1.

Al, Cae Mg - extrator cloreto de potésio 1 mol/L.

H+AI - extrator acetato de célcio 0,5 mol/L pH 7,0.

* Andlise redlizada pelo Laboratério de Andlises Quimicas do Solo, do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Vicosa.

Quadro 2 - Resultado da andlise* de amostras do esterco de aves utilizado na area
experimental da Horta Biodinamica do Departamento de Fitotecnia da
UFV, em VicosaMG

165 3,16 1,25 1099 0,72 153 323 3710 591,3 1019 14321

* Andlise realizada pelo Laboratdrio de Biologia do Solo, do Departamento de Solos da Universidade
Federal de Vigosa.

! - umidade.

2. matéria organica
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O solo foi classificado como “muito argiloso”, de acordo com a andlise
realizada pelo Laboratério de Fisica do Solo, do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Vicosa.

O delineamento utilizado foi 0 de blocos ao acaso, com 48 parcelas em
24 canteiros, distribuidos em seis blocos. Os tratamentos constituiram de dois
fenotipos (plantas com flores roxas e brancas), duas épocas de coleta (inicio e
pleno florescimento) e separacéo da planta em duas fragOes, para cada coleta
(folhas + inflorescéncias e caules), formando um fatorial 2°.

As irrigagdes foram redizadas quando necessario, elevando-se a
disponibilidade de &gua do solo para a capacidade de campo, além de capinas

manuai s periodicas, apenas quando a presenca de invasoras tornava-se excessiva.

3.2. Coleta e prepar o das amostras

A primeira época de coleta das plantas foi atingida quando cerca de 20%
delas apresentavam a cor dos botdes florais bem definidas nas inflorescéncias,
antes da antese. A segunda época de coleta se deu quando aproximadamente 50%
das plantas apresentavam pelo menos um ramo plenamente florido.

Para a coleta, escolheram-se trés plantas homogéneas e representativas da
parcela util, que foram cortadas na base do caule, pouco acima do solo, e levadas
em seguida ao laboratério, para a secagem. As coletas foram realizadas entre 7 e
8 horas da manhg, que, de acordo com MARTINS (1996), foi o horério em que se
obteve maior rendimento de 6leo essencial para Ocimum selloi Benth., espécie
pertencente a mesma familia boténica que Leonurus sibiricus L.

No laboratério, as plantas de cada parcela coletada foram colocadas em
geladeira, sendo retiradas paulatinamente para o preparo do materia para
secagem. Esse preparo consistiu em separar os caules das demais partes (folhas e
inflorescéncias) e seccion&los em pedacos de aproximadamente 2 cm. As
inflorescéncias também foram seccionadas, individualizando cada glomérulo. As
duas fracBes assim constituidas de folhas + inflorescéncias e caules foram

colocadas para secar separadamente, em sacos de papel, dentro de estufa com
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circulagéo forgada de ar, a uma temperatura de 29°C + 1°C, por nove dias. Apés a
secagem, as plantas foram acondicionadas em embalagens impermeavels de
polipropileno, com 0,06 mm de espessura, e armazenadas em camara fria a
aproximadamente 13°C, dentro de caixas de papeldo lacradas e etiquetadas, onde

permaneceram até a realizacdo das extragdes do 0leo essencial.

3.3. Extracao do 6leo essencial

Utilizou-se para essa finalidade o método por arraste de vapor
(MARTINS, 1996; LOPES, 1997), no qua se empregou o equipamento mostrado
na Figura 4.

Antes de redlizar as extragcbes do Oleo essencial, procederam-se a
diversos testes preliminares, com a finalidade de gjustar a metodologia, os quais
tiveram os seguintes resultados: tempo de arraste - aproximadamente 90 minutos;
massa de plantas secas utilizadas na extracdo - aproximadamente 10 g; e volume
de hidrolato coletado- 1,5 L.

O hidrolato coletado foi colocado em funil de separacdo e a extragéo do
Oleo essencial feita pela adicdo de 100 mL de cloreto de metileno, agitando-se
vigorosamente por cerca de 10 segundos, repetindo-se a operacdo por trés vezes.
O dleo solubilizou-se na fase organica, descartando-se a fase aquosa. A umidade
residual dafase orgénicafoi retirada com a adicdo de sulfato de magnésio anidro
em excesso, por algumas horas. Em seguida, filtrou-se o material e removeu-se 0
solvente, utilizando-se um evaporador rotativo.

Determinou-se a massa de Oleo obtida e calculou-se a porcentagem

correspondente de 6leo, em relacdo a massa de plantas utilizada na extracéo.

3.4. Andlise do rendimento

Para interpretacdo dos dados de producdo de 6leo essencial obtidos,

realizou-se a sua andlise de variancia.
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Fonte: adaptado de LOPES (1997).

Figura 4 - Esquema da montagem utilizada para a extracéo de 6leo essencial por arraste de vapor. A - regulador de tensdo, B -
gerador de vapor (com ebulidor), C - bald com material vegetal, D - condensador e E - baldo com o hidrolato; F -
cuba com agua e gelo.
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3.5. Analises qualitativas

Primeiramente, utilizou-se a cromatografia em camada delgada (CCD)
(JORGE NETO et a. 1986/1987), redlizada com uma amostra de cada
tratamento. As amostras foram aplicadas em placas de vidro, sobre as quais havia
fina camada de silica gel (aproximadamente 250 nmm), contendo indicador de
fluorescéncia, que constituiu a fase estacionaria. Como fase moével, utilizou-se o
sistema de solventes hexano-éter dietilico, na proporcéo de 2:1. Apos a corrida
cromatografica, as placas foram reveladas com solucéo de acido fosfomolibdico,
a 3%.

Posteriormente, escolheram-se 18 amostras do 6leo obtido (duas de cada
tratamento e mais uma amostra do 0leo das flores de cada fenotipo), para realizar
a cromatografia em fase gasosa (CG). Utilizou-se um cromatografo a gas
Shimadzu, modelo GC14A. A coluna cromatogréafica utilizada foi do tipo capilar
de silica fundida, com fase estacion&ria SE-54, de 30 m de comprimento e
didmetro externo de 0,3 mm. Utilizou-se o hidrogénio (H,) como gas carreador,
numa vazao de 2 mL/minuto.

As temperaturas utilizadas foram 260°C para o injetor e 300°C para o
detector por ionizagéo de chama. A programacao de temperaturas pararealizar as
andlises foi: 60°C (2 minutos); 60 a 120°C (6°C/min); 120 a 290°C (15°C/min);
290°C (17 minutos), de acordo com PATITUCCI et al. (1995). Utilizou-se
hexano como solvente para as amostras, que foram diluidas a 4.000 ng/mL,
imediatamente antes da injecéo, para evitar volatilizagcéo excessiva do solvente, o
que alteraria a concentragdo das amostras, dificultando a comparagcdo dos
cromatogramas obtidos. Injetou-se 1 L. de amostra.

Apos andlise dos cromatogramas, selecionaram-se duas amostras (umade
cada fendtipo) para que se realizasse a cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM) (ZECHINI D’AULERIO et a., 1995),
utilizando-se equipamento modelo 5890 A GC com detector seletivo de massa,
modelo 5970 (Hewlett-Packard). A coluna cromatogréfica e as condicOes de
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operagao foram as mesmeas utilizadas na CG, exceto com relagéo a vazdo do gas
de arraste, que foi reduzida para 1 mL/minuto. O modo de obtenc&o dos espectros
de massafoi o deionizagéo por impacto eletrénico, com 70 eV.

Os espectros obtidos na CG-EM foram comparados com os existentes no
banco de dados do equipamento, procedendo-se a identificagdo de alguns dos

COmMpOStos presentes na amostra.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Rendimento do 6leo essencial

No Quadro 3, podem-se verificar os resultados da andlise de variancia
realizada para os dados de rendimento de d6leo essencial extraido de dois
fendtipos de L. sibiricus. Nota-se que foram significativas a diferenca entre as
partes da planta e a interacdo entre as partes e a época de coleta. N&o se observou
diferenca de rendimento entre os dois fendtipos analisados.

Pela analise do Quadro 4, verifica-se que a fracdo folhas+inflorescéncias
produziu mais 6leo que os caules, independente da época de coleta. Devido ao
fato de as estruturas anatdmicas responsaveis pela producdo do 6leo essencial em
L. sihiricus se localizarem na superficie epidérmica, conforme observacdes
realizadas anteriormente neste trabalho e por MOREIRA FILHO (1956), é de se
esperar tal comportamento, pois a quantidade de superficie epidérmica presente
por unidade de volume é menor para caules do que para folhas+inflorescéncias,
isto € os caules possuem menor superficie especifica que as
folhastinflorescéncias.

A observacdo de produtividades diferenciadas do 6leo essencial, de
acordo com o 6rgdo da planta colhido, ja foi realizada para diversas espécies,

como em Ocimum selloi, naqual MARTINS (1996) verificou que a producéo de



Quadro 3 - Resumo da andlise de variancia para o contetido de oleo essencial
extraido da matéria seca de duas partes da planta, em dois fenotipos
de Leonurus sibiricus L., coletados em duas épocas, em VicosaaM G

Quadrados Médios
FVv GL
Contetido de Oleo Essencial

Blocos 5 0,0018

Partes (P) 1 0,7460**
Epocas (E) 1 0,0001

PxE 1 0,0310**
Fendtipos (F) 1 0,0006

FxE 1 0,0004

FxP 1 0,0001
FxPxE 1 0,0016

Residuo 35 0,0020

CV (%) 17,57

** Significativo a 1 % de probabilidade, pelo teste F.

Quadro 4 - Vaores médios do conteldo de Oleo essencial, em porcentagem,
extraido da matéria seca de duas partes da planta de Leonurus
sibiricus L. em duas épocas de coleta, realizada em Vicosa, MG

Epocas
Partes
Inicio de Floragéo Plena Floracdo
Folhas+Inflorescéncias 0,35 aB 040 aA
Caules 0,15 bA 0,10 bB

As médias seguidas da mesma letra mindiscula, na coluna, e da mesma letra mailscula, na linha, ndo
diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
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oleo € maior em sumidades floridas do que em folhast+caules jovens, variando
ainda de acordo com o horario em que a coletafoi realizada. DUDAI et al. (1988)
verificaram que os calices de flores de Majorana syriaca produzem quase duas
vezes mais 0leo essencial que as corolas ou folhas.

A existéncia de diferenca no rendimento de 0leo entre as partes da planta
e a época de coleta, aliada ao fato de ndo haver distingdo entre as coletas, pode
ser um indicativo de que na época de plena floragcéo as plantas realoquem uma
parte do Oleo essencial existente nos caules para as sumidades floridas, o que
estaria dentro das expectativas, uma vez que, ao se comportar dessa forma, uma
planta anual, como € o caso de L. sibiricus, estaria favorecendo sua perpetuagéo,
levando em consideracéo que algumas das fungdes dos 6leos essenciais seriam a
de protecéo contra herbivoros e a atracdo de insetos polinizadores (TAIZ e
ZEIGER, 1991), fatos desejaveis que ocorram nos 0rgaos reprodutivos.

O fato de que a época da plena floragéo a planta esteja mais velha e rija,
isto € com seus tecidos de sustentacdo ja bem formados, que no caso de L.
sibiricus é o colénquima, de ocorréncia mais abundante nos caules (CUTTER,
1986), talvez torne a presenca protetora dos 0l eos essenciai's nesses 0rgaos menos
necessaria, uma vez que herbivoros tém, normalmente, preferéncia por tecidos
mais jovens e tenros, como botdes florais e folhas novas.

Em géneros como Melissa e Mentha, existem recomendagdes sobre a
colheita das plantas com finalidade de extragdo de seus 6leos essenciais em
épocas proximas ou na propria floragio (CORREA JUNIOR et al., 1991), pois é
a época em que as plantas produzem maior quantidade de principios ativos. Para
L. sibiricus, essa recomendacdo seria valida, por exemplo, para que no processo
de colheita a atencdo se voltasse mais para uma parte da planta
(folhastinflorescéncias) do que para outra (caules), visando maior eficiéncia da
operacao.

O estudo da influéncia de fatores que levam a variagdes na producéo de
metabdlitos secundarios de interesse € uma preocupacdo constante em trabalhos

realizados com plantas medicinais, pois com o0s conhecimentos gerados pode-se
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maximizar a producdo dos farmacos, melhorando a qualidade das drogas sem, no
entanto, acarretar custos adicionais ao processo produtivo. Para BROWN JR,
(1988), deve ser possivel utilizar o conhecimento dos fatores que influenciam a
variagdo de plantas medicinais para fazer com que essas plantas produzam as
substancias ou misturas de atividade benéfica mais consistentemente, em maiores

quantidades, mais acessiveis e mais faceis de extrair, padronizar e utilizar.
4.2. Andlise qualitativa

A observacdo das placas de CCD indicou que o 6leo essencia dos dois
fendtipos seria uma mistura complexa de diversos compostos, realizando-se em
seguida as andlises por cromatografia em fase gasosa.

De acordo com trabalho realizado por PATITUCCI et a. (1995), ao
utilizar coluna cromatogréfica e condicdes de operacdo especificas, é possivel a
separacdo de compostos terpénicos que existam num extrato vegetal, agrupando-
0s em classes, conforme o tempo de retencao apresentado pelos mono, sesqui, di
e triterpenos presentes no extrato. A injecdo de padrdes mono-funcionalizados
dessas classes de terpenos (Figura 6) permitiu a determinacéo dos tempos de
retencdo para cada uma, que foram: monoterpenos - 4 a 12 minutos,
sesquiterpenos - 12 a 19 minutos; diterpenos - 19 a 27 minutos; e triterpenos - 27
a42 minutos (Figura5).

Utilizando a mesma metodologia e coluna cromatografica, pode-se notar
gque o Oleo essencia de L. sbiricus € uma mistura altamente complexa,
constituida basicamente por compostos sesquiterpénicos e diterpénicos (Figuras
de 7 a 10). PATITUCCI et al. (1995), também obtiveram cromatograma com
picos nas regides de sesquiterpenos e diterpenos, ao analisar amostra de 6leo de
copaiba comercial, cuja composicdo quimica ja foi determinada como sendo
realmente de sesqui e diterpenos (Ferrari et al., e Arrenius et al., citados por
PATITUCCI et al., 1995).

N&o se observou diferenca entre os cromatogramas obtidos de amostras
dos diversos tratamentos, podendo-se dizer que o 6leo essencial originado de

plantas com flores brancas e roxas, coletadas no inicio ou plena floracéo e
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Fonte: Retirado de PATITUCCI et al. (1995).

Figura 5 - Cromatograma (CGAR) da mistura de padrOes terpénicos (fase
estacionaria SE-54).
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12 13 14 15

Fonte: PATITUCCI et al. (1995).

Figura 6 - Estruturas de padrdes terpénicos monofuncionalizados. De 1 a 3 -
monoterpenos, de 4 a7 - sesquiterpenos, de 8 all - diterpenose 12 a
15 - triterpenos.
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extraido de caules ou de folhastinflorescéncias, ndo variou quanto a sua
composi¢do, existindo, contudo, diferencas na concentracdo dos compostos entre as
amodtras, 0 que foi observado pela diferenca que ha entre as areas de picos com
mesmo tempo de retencdo. As Figuras 7 e 8 mostram cromatogrameas representativos
do dleo extraido de folhastinflorescéncias dos dois fendtipos de L. sibiricus.

Podem-se observar, nas Figuras 9 e 10, cromatogramas obtidos de
amostras provenientes de 0leo extraido de caules dos dois fenotipos e nota-se que
existe uma predominancia de picos na regido dos diterpenos, o que leva a crer
gue nesse 0rgao haja maior acumulo de compostos dessa natureza, sem que, no
entanto, 0s compostos sesquiterpénicos estejam ausentes.

De acordo com WATERMAN (1993), os diterpenos sdo constituintes
minoritarios em 6leos essenciais. GUENTER e ALTHAUSEN (1975) relataram
que € rara a ocorréncia desta categoria de compostos em amostras obtidas por
arrastamento de vapor, em virtude da sua baixa pressdo de vapor e do seu ato
peso molecular.

Diversos autores citam espécies do género Leonurus, inclusive L.
sibiricus, como produtoras de diterpenos, mas cuja extracao foi realizada com a
utilizacdo de solventes organicos (Me,CO), com ou sem refluxo (SAVONA et
al., 1982; MALAKOQV et d., 1985; HON et al., 1991, 1993). A presenca de picos
na regido de diterpenos nos cromatogramas de todas as amostras fornece uma
forte evidéncia de que realmente existam compostos diterpénicos no o6leo
essencia extraido, principa mente nas amostras provenientes de caules, embora o
processo de extracdo utilizado tenha sido o0 arrastamento por vapor d dgua.

Pela andlise dos espectros obtidos pela CG-EM e comparagdo com 0s
existentes no banco de dados do equipamento, puderam ser identificados trés
compostos, todos sesquiterpénicos (Figura 11), e ser determinados o tempo de
retencéo e a massa molecular de cinco outros compostos, ndo-identificados pela
comparagao realizada (Quadro 5). Apesar de ndo ter sido possivel identificar os
compostos indicados pelos picos de 4 a 8 do Quadro 5, a anadlise dos tempos de
retencdo e da massa molecular indicou que esses compostos seriam sesqui (n° 4)
e diterpenos (n°5a8) (PATITUCCI et al., 1995).
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Figura 7 - Cromatograma do 0leo essencial extraido de folhastinflorescéncias de
plantas do fendtipo de flores roxas de Leonurus sibiricus L., cultivado
em Vigosa-MG (coluna com fase estacionéria SE-54).
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Figura 8 - Cromatograma do 6leo essencial extraido de folhastinflorescéncias de
plantas do fenotipo de flores brancas de Leonurus sibiricus L.,
cultivado em Vigosa-M G (coluna com fase estacionaria SE-54).
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Figura 9 - Cromatograma do 6leo essencial extraido de caules de plantas do
fenotipo de flores roxas de Leonurus sibiricus L., cultivado em
Vigosa-M G (coluna com fase estacionéria SE-54).
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Figura 10 - Cromatograma do Oleo essencial extraido de caules de plantas do
fendtipo de flores brancas de Leonurus sibiricus L., cultivado em
Vigosa-MG (coluna com fase estacionéria SE-54).
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a) trans-cariofileno b) a-humuleno c) d-cadineno

Figura 11 - Estruturas dos compostos identificados no 6leo essencial de Leonurus
sihiricusL., cultivado em VigosaM G

Quadro 5 - Constituintes do d6leo essencial extraido de folhas+inflorescéncias de
plantas do fenétipo de flores brancas de Leonurus sibiricus L.,
cultivado em Vigosa, MG, determinados por cromatografia em fase
gasosa e espectrometria de massa

: Massa Tempo de ; o
Pico Componente Molecular Retencao (min) Area (%)

1 trans-cariofileno 204 16,26 10,14

2 a-humuleno 204 16,62 9,09

3 d-cadineno 204 17,25 4,27

4 SN.L* 220 18,12 8,65

5 D.N.|.** 286 21,65 t

6 D.N.I. 316 22,09 11,59

7 D.N.I. 318 22,50 5,99

8 D.N.I. 376 23,68 3,16

* Sesquiterpeno ndo-identificado.
** Diterpeno ndo-identificado.
t - teores trago.
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Os sesquiterpenos identificados s&o de ampla ocorréncia no reino
vegetal, sendo o cadineno o mais citado por GUENTHER e ALTHAUSEN
(1975), ocorrendo em géneros como Citrus, Ocimum e Lavandula, que possuem
grande importancia econdmica. JORGE NETO et al. (1987), identificaram o
cariofileno em duas espécies do género Senecio (Asteraceag).

Nas Figuras 12 e 13, podem-se observar o cromatograma obtido na CG-

EM e os espectros de massa dos compostos identificados, respectivamente.

Abundance
600000

500000 ]
400000 |
300000

200000 ]

3

100000 ]
] J 5
1ol o LUV N

Time-->  16.00 1800 20'00 | 22700 = ' 22400

Figura 12 - Cromatograma de Oleo essencial extraido de folhastinflorescéncias
de plantas do fendtipo de flores brancas de Leonurus sibiricus L.,
cultivado em VigcosaeMG, obtido en CG-EM (coluna com fase
estacionaria SE-54).

Embora tenha sido obtida uma ata correlacdo entre os espectros dos
compostos presentes no 0leo essencial de Leonurus sibiricus com os existentes
no banco de dados do espectrometro de massa (99 % para trans-cariofileno e
97% para a-humuleno e d-cadineno), para que se pudesse ter maior seguranca
desta identificagcdo seria necessario o0 caculo do indice de retencdo

relativo, ou também chamado de indice de Kovats, obtido a partir dacomparacdo de
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Figura 13 - Espectros de massa de componentes sesquiterpénicos identificados
no 6leo essencial de Leonurus sibiricus L., cultivado em Vigosa

MG. (@) - Trans-cariofileno, (b) - a-humuleno e (c) - d-cadineno
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cromatograma da injecdo de padrdes de hidrocarbonetos, realizada nas mesmas
condi¢Bes da amostra. Isto eliminaria as davidas, que sdo originadas do fato de
que terpenos diferentes podem apresentar espectros de massa semel hantes.

Tendo sido este o primeiro trabalho realizado para determinar a
configuracdo quimica do Oleo essencial de macaé, apenas trés compostos
puderam ser identificados, havendo, portanto, a necessidade de que se realizem
mais trabal hos, para que se possa identificar um nimero maior desses compostos,
umavez que todas as analises cromatogréficas realizadas indicaram que este 0leo

€ congtituido de dezenas de componentes.

66



5. CONCLUSOES

Nao foram observadas diferencas de rendimento ou composi¢cao entre 0s
Oleos essenciais extraidos de folhastinflorescéncias e caules de Leonurus
sibiricus L. de flores roxas e de flores brancas.

Existem evidéncias de que, na época da plena floragdo, uma parte do
Oleo essencia presente nos caules seja realocada para as partes reprodutivas da
planta.

Verificou-se que o 0leo essencial de Leonurus sibiricus L. € uma mistura

complexa, formada principalmente de compostos sesguiterpénicos e diterpénicos.
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CAPITULO 3

EFEITODE LUZ, TEMPERATURA E TEMPO DE ARMAZENAMENTO
NA GERMINACAO DE SEMENTES DE MACAE (Leonurussibiricus L.)

1. INTRODUCAO

O conhecimento da influéncia de fatores como luz e temperatura sobre a
germinagdo de sementes € importante para que sejam conseguidas maior rapidez
e uniformidade nos testes de germinagdo, bem como a padronizacdo dos
resultados obtidos, aém da obtencdo de informagbes sobre 0 comportamento
reprodutivo da espécie, como a existéncia de dorméncia e o tempo de
germinacgdo, dentre outras.

A fdta de informacOes a respeito do comportamento das sementes de
Leonurus sibiricus L., planta medicinal largamente utilizada pela populagéo,
vulgarmente conhecida como “macag’, em relagdo aos fatores mencionados,
motivou o presente trabalho, gue teve por objetivo determinar o efeito daluz e da
temperatura sobre a germinacéo de sementes de dois fenétipos (flores brancas e
flores roxas), encontrados no campus da UFV, submetidas a crescentes tempos
de armazenamento. Para isto, foram realizados testes de germinagéo, nos quais se

variaram as condicoes de luz e temperatura.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Germinagao

2.1.1. Efeito da temperatura

A temperatura exerce acao importante tanto na germinacdo total das
sementes, quanto na velocidade e uniformidade do processo, pois influencia a
velocidade de absor¢éo da agua na embebicdo e as reacOes bioquimicas que
ocorrem durante este periodo (CARVALHO e NAKAGAWA, 1988). Varios
trabal hos foram realizados nesse sentido, com plantas silvestres e cultivadas, e os
resultados mostram uma grande diversidade de respostas quanto a temperatura
otima de germinac&o, ou sgja, a temperatura na qual ocorre a maior germinagao
total, namaior velocidade.

NOBREGA et a. (1995) observaram que sementes de camomila
(Matricaria recutita) germinam melhor a temperatura de 15°C. Para mamona
(Ricinus communis), CARNEIRO e PIRES (1983) obtiveram maior germinacao
das sementes a temperatura de 30°C, independente do substrato utilizado,
temperatura esta que também proporcionou maior germinacdo para Solanum
viarum, uma espécie invasora do sul da Florida, conforme verificado por
AKANDA et a. (1996). GARCIA (1987) verificou que a temperatura alternada
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de 20-30°C favorece a maior e mais répida germinagdo de aguénios de picdo
(Bidens pilosa). Para sementes de cedro (Cedrella odorata), a temperatura
alternada de 20-30 °C promoveu maior germinagdo total, mas com velocidade
baixa (ANDRADE e PEREIRA, 1994). Pode-se notar que ndo apenas a
temperatura, mas também o modo de fornecé-la as sementes (constante ou
alternada), influencia a germinagdo. Segundo MAYER e POLJAKOFF-

MAYBER (1975), o efeito da temperatura pode variar muito, de acordo com a

espécie.
2.2. Dorméncia

A presenca de dorméncia (natural ou induzida) mais acentuada é uma
caracteristica comum em plantas consideradas invasoras de culturas (MAYER e
POLJAKOFF-MAYBER, 1975; TAMASHIRO e LEITAO FILHO, 1978), como
€ 0 caso do macae, pois essas plantas ainda ndo foram submetidas a um trabalho
de melhoramento genético. Segundo CARVALHO e NAKAGAWA (1988), a
dorméncia possui uma funcéo ecoldgica importante, ligada a perpetuacdo de
gendtipos favoraveis através do tempo. BURROWS (1996) observou que as
sementes das espécies Melicope simplex, Myoporum laetum, Myrsine divaricata
e Urtica ferox germinam paulatinamente, demorando até cinco anos para que um
lote de sementes al cance 60% de germinacao.

A existéncia de dorméncia em sementes € atribuida a trés sistemas, que
funcionariam integrados as diversas estruturas das sementes e a agentes
ambientais. Estes sistemas, de acordo com CARVALHO e NAKAGAWA (1988)
S&0:

- sistema de controle de entrada de dgua no interior das sementes - impede
gue agua penetre nas sementes, mesmo que estgjam em condi¢des ideais de
germinacdo. De acordo com ROLSTON (1978), este sistema € mais freqiente em
plantas das familias Fabaceae, Cannaceae, Chenopodiaceae, Convallariaceae,
Convolvulaceae, Geraniaceae, Malvaceae, Solanaceae, Anacardiaceae e

Rhamnaceae. Ocorre, geralmente, pela presenca de substancias cerosas na casca
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e pode ser vencido por escarificacdo fisica ou quimica desta. KHAN (1977) citou
gue pode ocorrer impermeabilidade a0 oxigénio em certas espécies, como em
Avena fatua, e em sementes dimorficas de Xanthium pennsylvanicum;

- sistema de controle do eixo embrionério - caracteriza-se pelo fato de que
a época da maturacdo das sementes o embrido ainda ndo estd completamente
formado, o que impede que as sementes germinem normalmente até que aquele
complete 0 seu desenvolvimento. E um sistema mais comumente encontrado em
plantas parasitas; e

- sistema de controle do equilibrio entre substancias promotoras e
inibidoras de crescimento - provavelmente é o sistema mais complexo, o qual
engloba diversos subsistemas, quais sejam: sensivel a luz, ao oxigénio e, ou,
CO,, ao etileno, a temperatura, a umidade e a substancias receptoras de
hidrogénio ou elétrons. Estes subsistemas podem agir individuamente ou em

combinagdes.

2.2.1. Efeitodaluz

A luz é um importante agente de quebra de dorméncia de sementes
(MAYER e POLIAKOFF-MAYBER, 1975), a0 qual as espécies cujas sementes
possuam esta caracteristica podem ou ndo responder, de acordo com o
mecanismo de dorméncia que possuam (CARVALHO e NAKAGAWA, 1988).
THANOS e DOUSSI (1995) observaram a existéncia desse mecanismo de
dorméncia, que é controlado pelo sistema de fitocromos (TOOLE, 1973;
MAYER e POLJAKOFF-MAYBER, 1975) em Sderitis syriaca (Lamiaceae),
planta medicinal das montanhas de Creta, e que, portanto, depende da luz para
sua germinacdo. Algumas espécies do género Ocimum, também da familia
Lamiaceae, apresentam o0 mesmo mecanismo de dorméncia.

Para certas espécies vegetais, o efeito da luz pode se dar também como
inibidor da germinacdo, que ocorreria apos exposicdo das sementes a um alto
fluxo de luminosidade (GRIME et al., 1981).
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CRESSWELL e GRIME (1981) sugerem que a exigéncia de luz para que
a germinacdo de sementes de algumas espécies vegetais aconteca pode estar
relacionada a exposi¢éo da planta-mée, durante o seu crescimento, a determinado
tipo de luz. Assim, as sementes originadas de plantas expostas a luz de um
comprimento de onda de 730 nm (vermelho distante) teriam 0 seu Sistema
fitocromo na forma inativa, necessitando, portanto, de luz para ativalo,
permitindo a germinagdo. Por outro lado, sementes produzidas por plantas
expostas a luz em que o comprimento de onda predominante seja o de 660 nm
(vermelho) possuem o sistema fitocromo na forma ativa, ndo necessitando de luz
para sua germinacdo. A interconversdo dessas duas formas de fitocromos tem a

seguinte representacéo esquematica (TOOLE, 1973):

Vermelho

>

Fitocromoegg (inativo) Fitocromoys (ativo)
<

Vermelho distante

A associagéo entre luz e temperaturas aternadas pode ser necesséria para
promover a germinacdo das sementes. GRIME et a. (1981) observaram esse
fenbmeno em 65 de um total de 403 espécies que ocorrem espontaneamente na

Inglaterra.

2.2.2. Armazenamento

O tempo de armazenamento € um fator que influencia a germinacéo de
muitas espécies que produzem sementes com dorméncia primaria, pois este tipo
de dorméncia pode ocorrer ou em virtude da presenca de compostos gquimicos
gue inibem a germinacdo, que com o0 passar do tempo sdo naturamente
degradados, ou do desenvolvimento incompleto do embrido apds a maturacéo,
caracteristica esta mais comum em plantas epifitas e parasitas. Em ambos os

casos, € necessario um periodo varidvel de armazenamento apds a colheita das
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sementes, no qual irdo ocorrer as devidas transformages, fisicas ou quimicas,
gue permitirdo a posterior germinacdo das sementes (MAYER e POLJAK OFF-
MAYBER, 1975). Para sementes que possuem embrido com desenvolvimento
incompleto, é necessario que haja umidade durante o armazenamento.

KU et al. (1996) verificaram que sementes de espécies invasoras como
Equinochloa crus-galli, Cyperus serotinus e Bidens tripartita apresentaram
germinacdo de 10 a 30%, apos 30 dias de armazenamento, enquanto sementes de
Scirpus juncoides, Potamogeton distinctus e Monochoria vaginalis néo
germinaram até 120 dias apos a coleta. GRIME et al. (1981) relataram que um
grande numero de especies do sul da Inglaterra tém a germinacdo de suas
sementes elevada ap0s um periodo de armazenamento, destacando que as
sementes de pequeno porte se sobressaem neste aspecto, citando, ainda, que a
taxa de germinacéo das espécies estudadas diminui com o aumento do peso das

sementes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencédo das sementes

As sementes utilizadas no experimento foram colhidas de dez plantas
cultivadas de cada fenotipo, em novembro de 1996. Foi feito beneficiamento
manual das sementes, que foram, em seguida, acondicionadas em sacos de papel,
separados para cada fendtipo e época de armazenamento, mantidos em local
fresco, seco e ao abrigo da luz. Procedeu-se, entdo, aos testes descritos a seguir,

realizados logo apds a colheita (época 0), com 30 e 60 dias de armazenamento.

3.2. Realizacdo dostestes

Para a redlizagdo dos testes de germinacdo, 50 sementes por repeticdo
foram colocadas em caixas Gerbox sobre duas folhas de papel Germitest
previamente esterilizado (estufa a 120 °C por 2 horas) e umedecido com é&gua
destilada até a saturacao.

Os tratamentos constituiram-se de duas temperaturas (20-30 e 25 °C),
auséncia e presenca de luz e os dois fendtipos (flores brancas e flores roxas), num
esguema fatorial 2 x 2 x 2, com quatro repeticoes, totalizando 32 parcelas para

cada teste, no delineamento experimental inteiramente casualizado. Cada unidade
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experimental constituiu de uma caixa Gerbox, contendo 50 sementes.

Realizaram-se trés testes para avaliar a qualidade das sementes, sendo um
apos cada periodo de armazenamento.

Nos tratamentos sob auséncia de luz, os Gerbox foram completamente
envolvidos em camada dupla de papel aluminio. Todos os testes foram
conduzidos em germinadores com luz suplementar. Diariamente, os Gerbox
foram trocados de posi¢ao dentro dos germinadores, com o intuito de uniformizar
0 maximo possivel as condig¢des do teste.

As contagens de plantulas normais, anormais e de sementes mortas foram
feitas diariamente, sendo iniciadas aos sete e encerradas 21 dias apos o inicio dos
testes. Nos tratamentos submetidos a auséncia de luz, as contagens foram
realizadas em sala completamente fechada, sob luz verde de seguranca (Kendrick
e Frankland, citados por TAKAKI, 1992).

A porcentagem de germinacéo (G) foi calculada a partir do total de
plantulas normais obtidas. Com os dados de numero de plantulas normais
germinadas por dia, calculou-se o indice de velocidade de germinacéo (1VG),
utilizando a seguinte formula (NAKAGAWA, 1994):

IVG=El+ E2+..+ En
N1 N2 Nn

em que
El, E2 e En = nimero de plantulas normais contadas na 1%, 2° e
enesima contagem; e
N1, N2 e Nn = nimero de dias ap0s 0 inicio do teste, nos quais se

realizou a 1% e 2°, enésima contagem.
A andlise de varianciafoi realizada para G e IV G, excluindo-se o fator luz,

para 0 qual se utilizou apenas estatistica descritiva (Quadro 1), em virtude do
efeito dréastico causado por este fator.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

Numa primeira andlise, observou-se o efeito drastico do fator luz sobre G
e IVG, nas sementes dos dois fendtipos (Quadro 1). Verificou-se que os
tratamentos com auséncia de luz ndo foram e€ficientes em promover a
germinagdo, independente da temperatura utilizada. No entanto, no experimento
realizado com sementes armazenadas por 60 dias, pdde-se observar que no
tratamento em que se utilizou temperatura aternada de 20-30°C, houve
germinagdo, mesmo em condi¢do de auséncia de luz, que, ainda assim, ocorreu
numa porcentagem baixa (32 % para as sementes do fenétipo branco e 24 % para
o fenotipo roxo). Isto indica que apos esse tempo de armazenamento o estimulo
dado pela aternancia de temperatura seria o suficiente para desencadear o
processo de germinacdo, ndo havendo mais necessidade da luz, provavelmente
em virtude da diminuicdo de intensidade da dorméncia.

A germinagdo das sementes iniciou-se aos sete e nove dias e encerrou-se
a0s 19 e 20 dias apds o inicio dos testes, para os tratamentos a 20-30°C e 25°C,
respectivamente.

O comportamento de IVG, de modo geral, foi bastante parecido com G,
ou sgja, onde houve maior germinacdo total de sementes, a velocidade de
germinagdo também foi maior, exceto no teste realizado com sementes de 60

dias. Nesse ndo houve diferenca significativade IVG entre todos os tratamentos

76



Quadro 1 - Vaores médios de porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacdo em sementes recém-colhidas (0),
com 30 e 60 dias de armazenamento, de dois fendtipos (flores brancas e roxas) de Leonurus sibiricusL., em Vigosa, MG

Germinacao (%)

Tratamentos Brancas Roxas
0 30 60 0 30 60
Com luz, 25°C 1 26 84 0 36 88
Com luz, 20-30°C 69 90 79 75 87 80
Sem luz, 25°C 0 0 2 0 0 2
Sem luz, 20-30°C 1 1 32 0 0 24

indice de Velocidade de Germinag&o

Brancas Roxas
0 30 60 0 30 60
Com luz, 25°C 0,06 1,32 5,15 0 1,96 5,09
Com luz, 20-30°C 2,64 4,64 5,00 3,22 459 5,33
Sem luz, 25°C 0 0 0,09 0 0 0,09
Sem luz, 20-30°C 0,02 0,09 1,79 0 0 1,33
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com luz, independente da temperatura utilizada e do fendtipo, e para G houve
Separagao entre os tratamentos com luz, dependendo da temperatura, mas n&o dos
fendtipos (Quadro 4).

A andlise de variancia foi realizada, eliminando-se os resultados dos
tratamentos sem luz, visando avaliar a influéncia do tempo de armazenamento e
da temperatura sobre G e IVG das sementes dos dois fendtipos. No Quadro 2,
pode-se observar que a temperatura, 0 tempo de armazenamento e os fendtipos
interagiram entre i, afetando significativamente G e IVG.

Na temperatura de 25 °C, a germinagéo e a velocidade desta aumentaram
gradativamente, a medida que se elevou o tempo de armazenamento, atingindo
valores maximos para as sementes armazenadas por 60 dias. Nas sementes
armazenadas por 30 dias e recém-colhidas, a germinacdo ocorreu, embora em
peguena porcentagem (Quadro 3). Nota-se, também, que na temperatura de 20-
30°C as variaveis alcancaram o valor maximo com sementes armazenadas por 30
dias, significando que apos esse periodo de armazenamento, a temperatura de 20-
30°C foi o suficiente para promover a quebra da dorméncia. Para sementes com
60 dias, a temperatura de 20-30°C ndo foi adequada para se obter a maxima
germinacdo, deduzindo-se que o chogue térmico ndo foi benéfico para sementes
mais velhas.

Esses fatos podem estar indicando que a planta produziu uma pequena
porcentagem de sementes com uma intensidade de dorméncia mais baixa, que
pode ser quebrada em condi¢Oes ideais de luz e temperatura (MAYER e
POLJAKOFF-MAYBER, 1975). Estas sementes teriam, portanto, capacidade de
germinar imediatamente ap0s a maturacdo, desde que houvesse as condicOes
necessarias. Depois desse periodo, a perda da dorméncia das sementes restantes
do lote ocorreria gradativamente, distribuindo-se no tempo, estratégia esta
utilizada com freguiéncia pelas plantas para sua perpetuacédo (CARVALHO e
NAKAGAWA, 1988), especiamente pelas plantas invasoras, as quais nao
sofreram melhoramento genético.

Segundo CARVALHO e NAKAGAWA (1988), a dorméncia € um

mecanismo complexo, pois sua ocorréncia depende de varios fatores. Um deles
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Quadro 2 - Resumo da andlise de variancia para porcentagem total de
germinagdo e indice de velocidade de germinagdo de sementes de
Leonurus sibiricus colhidas em VicosasM G

Quadrados Médios
FV GL
% de Germinagéo indice de Velocidade de

Geraminagéo
Armazenamento (A) 2 8649,3333** 53,9965* *
Fendtipo (F) 1 102,0833** 0,6517**
FxA 1 2,3333 0,0309
Temperatura (T) 1 19764,0800* * 46,9716**
TxA 1 6917,3333** 11,2510**
Tx F 1 24,0833 0,0332
TxAXF 2 90,3333** 0,4833**
Residuo 36 11,9166 0,0507

** Significativo a 1 % de probabilidade, pelo teste F.

seria genético, isto €, a habilidade natural que a planta possuiria em responder
aos estimulos do meio. Os outros seriam os fatores do proprio meio, 0os quais
podem ocorrer numa combinagdo muito grande, em diferentes etapas do
desenvolvimento das sementes, e gue nesse caso foram chamados pelos autores
de “combinagbes ecoldgicas’, que poderiam determinar comportamentos
diferentes entre sementes produzidas pela mesma planta em ciclos distintos, e até
mesmo entre sementes de uma mesma planta produzidas num mesmo ciclo.
Sendo 0 macaé uma espécie que provavelmente possui uma base genética
bastante extensa, pois ndo foi avo de nenhum trabalho de selecéo artificial, é de
se esperar gue haja uma variedade maior de respostas da planta as condigdes do
meio, ou sgja, as “combinagdes ecolbgicas’.

Pelo Quadro 4, pode-se perceber que houve diferenca significativa para a
variagdo de temperatura na variavel G em todos os tempos de armazenamento e
queem IVG diferenca sd ndo ocorreu para as sementes armazenadas por 60
dias. Houve diferenca entre os dois fendétipos, para as duas variavels, ora numa,

ora noutra temperatura, no ocorrendo apenas em G para sementes armazenadas
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Quadro 3 - Vaores médios de porcentagem total de germinacdo e de indice de velocidade de germinacdo para sementes-recém
colhidas (0), com 30 e 60 dias de armazenamento, de dois fenétipos (flores brancas e flores roxas) de Leonurus sibiricus

em VigosaMG
Germinagéo (%) indice de Velocidade de Germinagéo
Temperaturas Armazenamento

Brancas Roxas Brancas Roxas

25°C 0 1 aC 0 acC 0,03 aC 0 aC
30 26 bB 36 aB 1,32 bB 195 aB
60 84 aA 88 aA 515 aA 509 aA
20-30°C 0 69 bC 75 aB 264 bB 322 aC
30 90 aA 87 aA 464 aA 459 aB
60 79 aB 80 aB 500 bA 533 aA

As médias seguidas da mesma letra mintscula na linha e da mesma letra maiUscula na coluna, para porcentagem de germinagéo e indice de velocidade de germinacdo, ndo
diferem entre si, pelo teste Tukey, a5 % de probabilidade.
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Quadro 4 - Vaores médios de porcentagem total de germinacéo e de indice de velocidade de germinacéo para sementes recém-
colhidas (0), com 30 e 60 dias de armazenamento, de dois fendtipos (flores brancas e flores roxas) de Leonurus sibiricus,

em VigosaMG
Germinag&o (%) indice de Velocidade de Germinago
Armazenamento Temperaturas
Brancas Roxas Brancas Roxas
0 25°C 1 aB 0 aB 0,03 aB 0 aB
20-30°C 69 DbA 75  aA 264 DbA 3,22 aA
30 25°C 26 bB 36 aB 1,32 bB 195 aB
20-30°C 90 aA 87 aA 464 aA 459 aA
60 25°C 84 aA 88 aA 515 aA 509 aA
20-30°C 79 aB 80 aB 500 bA 533 aA

As médias seguidas da mesma letra minscula na linha e da mesma letra maiUiscula na coluna, para porcentagem de germinagdo e indice de velocidade de germinacdo, ndo
diferem entre si, pelo teste Tukey, a5 % de probabilidade.
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por 60 dias. As sementes originadas de plantas do fenodtipo de flores roxas
mostraram-se com maior poder de germinacéo e vigor, em relacéo as do fendtipo
branco.

As sementes, de modo gera, podem nd& germinar se estiverem
quiescentes ou dormentes. Na quiescéncia, quando séo fornecidas as condicdes
necessarias de temperatura, agua e oxigénio, a germinacdo ocorre. Na dorméncia,
as sementes viaveis, mesmo em condicdes ideais, ndo germinam (KHAN, 1977,
LABORIAU, 1983). Pode haver intensidades diferentes de dorméncia nas
sementes produzidas por uma mesma planta, hum mesmo ciclo. Sendo a
dorméncia priméria (natural), essa é caracterizada pelo fato de sempre ocorrer
numa dada espécie, estando também associada a maturacdo das sementes. Se
secundéria (induzida), esta apenas aconteceria no caso de inducéo externa, ou
sgja, pela atuacdo de um fator externo durante a maturagdo, ou mesmo apos esta,
gue provocaria a dorméncia. Os fatores considerados mais importantes como
causadores de dorméncia sdo variag0es bruscas na temperatura, baixa
concentracdo de oxigénio (MAYER e POLJAKOFF-MAYBER, 1975) e baixa
umidade (CARVALHO e NAKAGAWA, 1988).

O fato de as sementes recém-col hidas de macaé terem apresentado valores
de germinacdo bastante baixos, exigindo condicdo especia de temperatura
alternada para germinarem, indica a existéncia de uma dorméncia primaria, e néo
simplesmente quiescéncia. A resposta positiva a temperatura alternada pode ser
considerada uma exigéncia do género Leonurus, pois as Regras para Anadise de
Sementes (BRASIL, 1992) recomendam a utilizagdo da temperatura de 20-30 °C
para germinacdo de L. cardiaca. Para a espécie L. sibiricus, a resposta a essa
temperatura alternada foi bastante positiva, tendo sido significativa para G em
todos os tempos de armazenamento e para IVG s6 ndo o foi nas sementes
armazenadas por 60 dias (Quadro 5). GARCIA (1987) encontrou comportamento
semelhante para a espécie Bidens pilosa. A germinacdo termoperiodica permite
as sementes detectar sua posicdo no perfil do solo, pois as flutuagdes diurnas de
temperatura sdo rapidamente amortecidas em camadas mais profundas do solo
(LARCHER, 1975; LABOURIAU, 1983). Esta caracteristica € encontrada em
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grande numero de espécies medicinais e invasoras (BRASIL, 1992) e representa
uma ferramenta bastante eficaz dessas plantas para detectarem condicOes
propicias de germinagdo, que normamente nd ocorrem em grandes
profundidades no solo, paraa maior parte das especies vegetais.

A sensihilidade a luz apresentada pelas sementes também funcionaria
como um “sensor”, auxiliando a semente a detectar condi¢des favoraveis do meio
para que possa germinar e a plantula originada para que tenha maior
probabilidade de sobreviver.

O tempo de armazenamento, tendo influenciado positivamente a
germinacdo e a velocidade desta, ou sgja, quanto maior 0 armazenamento, maior
a germinagdo, fornece indicios de que as sementes de macaé apresentam
dorméncia natural ou primaria. Sobre este tipo de resposta, MAYER e
POLJAKOFF-MAYBER (1975) advertem que em muitas espécies de plantas
existe a necessidade de um periodo pés-colheita das sementes, no qual a
maturacdo destas ira se completar, sgga no término do desenvolvimento do
embrido, sgja alterando a composi¢cdo quimica da semente. De acordo com Rice,
citado por TAIZ e ZEIGER (1991), durante este periodo pds-colheita podem ser
degradadas algumas substancias inibidoras da germinagéo. GRIME et al. (1981),
verificaram que 158 espécies apresentaram germinacdo inferior a 10% nas
sementes recém-coletadas e 128 apresentaram germinagdo superior a 80%,
demonstrando a grande variabilidade natural nesse aspecto.

A intensidade de dorméncia € controlada geneticamente (VIDAVER,
1977). A existéncia de diferencas entre os fendtipos de L. sibiricus, tanto em G
quanto em IV G, pode indicar que houve distingdo ndo apenas de fendtipos, mas
também de gendtipos, devendo-se ressaltar que o de flores roxas teria capacidade
de germinar mais em menor tempo, enquanto o de flores brancas necessitaria de
um tempo maior, de acordo com os resultados obtidos. Esta pode ser uma
resposta da espécie a uma presséo do meio, pois um novo fendtipo, com
caracteristicas reprodutivas distintas, pode se expressar, indicando desempenhar

uma funcéo ecoldgica.
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O fendtipo de flores roxas € 0 mais comum na regido de Vigosa, sendo o
de flores brancas de ocorréncia bastante restrita. Observou-se, em testes
preliminares e durante 0 experimento, que plantas provenientes de sementes
vindas de flores brancas muitas vezes originam individuos que produzem flores
roxas. Diante deste fato, o fenétipo de flores brancas ndo deve ser considerado
uma variedade, pois demonstrou nédo estar estavel.

N&o houve diferenca morfolégica detectavel entre as plantas dos dois
fendtipos, segundo botanicos do Setor de Taxonomia e Sistematica Vegetal, do
Depto. de Biologia Vegetal, da Universidade Federal de Vicosa, para onde o

material foi levado, com afinalidade de identificag&o.
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5. CONCLUSOES

As sementes recém-coletadas dos dois fenétipos estudados possuem
dorméncia priméria, que pode ser superada por luz e temperatura alternada de 20-
30°C. Esta dorméncia tende a diminuir naturalmente com o armazenamento das
sementes por até 60 dias.

O efeito de luz e temperatura alternada como promotores da germinacéo e
do aumento da velocidade foi interativo.

O tratamento que promoveu maior germinacdo das sementes de Leonurus
sibiricus foi o que utilizou temperatura aternada de 20-30°C e luz suplementar.

Foram observadas diferencas na germinacéo e na velocidade desta entre

sementes originadas de plantas de flores roxas e de flores brancas de L. sibiricus.
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2. RESUMO E CONCLUSOES

Com o objetivo de caracterizar dois fenétipos de Leonurus sibiricus L.,
um apresentando flores roxas e outro com flores brancas, realizaram-se estudos
quanto aos padrdes isozimaticos, a anatomia da epiderme e do mesofilo foliar, a0
rendimento e a composicdo do 6leo essencia extraido no inicio e em plena
floracdo de caules e de folhast+inflorescéncias, e a germinacdo de sementes
recém-col hidas e armazenadas por 30 e 60 dias.

Para obtencdo de material suficiente e mais homogéneo para a realizagdo
dos diversos testes, foi instalado um plantio de L. shiricus na Horta
Biodindmica, do Departamento de Fitotecnia da UFV, mantido de julho a
dezembro de 1996.

As plantas utilizadas no estudo dos padrdes isozimaticos apresentaram
polimorfismo no sistema peroxidase, devendo-se ressaltar que os demais
sistemas testados (xiquimato desidrogenase, glutamato desidrogenase, fosfatase
&cida, glutamato oxaloacetato transaminase, malato desidrogenase, glicose 6-
fosfato desidrogenase, isocitrato desidrogenase, leucina aminopeptidase e
esterase) ndo apresentaram boa resolucéo das bandas, exceto a esterase.

Observando-se cortes diafanizados de folhas dos dois fenétipos em
microscopia de luz, pode-se perceber a existéncia de diferencgas entre a frequiéncia

de tricomas glandulares e ndo-glandulares na superficie abaxial dos dois
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fendtipos, devendo-se ressaltar que 0 roxo 0S possui em maior nimero que o
branco. Nas observacbes feitas com a microscopia eletrénica de varredura,
obteve-se maior detalhamento das estruturas epidérmicas e de sua distribuicéo,
notando-se que esta é diferenciada entre a face abaxial e adaxial, nas folhas dos
dois fendtipos.

O Oleo essencia extraido dos dois fenétipos néo diferiu nem quanto ao
rendimento, nem quanto a composicdo quimica, que pdde ser identificada como
uma mistura complexa de compostos sesqui e diterpénicos, pela andlise dos re-
sultados da cromatografia em fase gasosa (CG) e da cromatografia em fase gaso-
sa acoplada a espectrometro de massa (CG-EM). Observou-se que o contetido do
Oleo extraido varia de acordo com o 0rgéo e o estadio fisiol 6gico da planta, sendo
inferior nos caules. O conteldo total de 6leo ndo se aterou, mas houve um
aumento deste na porcéo folhastinflorescéncias na época de plena floragéo,
guando comparada com o inicio desta fase, acompanhado de uma diminuicéo do
seu conteudo nos caules. Isto indica que na época de plena floracdo a planta
realoca uma parte do 6leo essencial dos caules para as partes reprodutivas.

Para avaliar o comportamento das sementes dos dois fendtipos, montaram-
se testes de germinagdo em laboratorio, em que se verificou o efeito da presenca
e auséncia de luz e das temperaturas de 25°C constante e 20-30°C alternadas
sobre a germinagcdo de sementes recém-coletadas, com 30 e 60 dias de
armazenamento. As sementes provenientes do fendtipo de flores roxas
apresentaram maior porcentagem e velocidade de germinagéo em relacéo as do
fendtipo de flores brancas. Observou-se, para os dois fenétipos que em sementes
recem-colhidas existe uma dorméncia primaria, que pode ser quebrada pela
presenca de luz e pelas temperaturas alternadas de 20-30°C.

As diferencas encontradas entre os dois fenétipos, em relacdo a freqiiéncia
de tricomas e a germinacdo de suas sementes, fornecem indicios de que,
provavelmente, o fendtipo de flores roxas estaria mais bem adaptado as
condi¢des reinantes na regido de Vigosa, 0 que de certa forma se confirma pelo
fato de a populacdo de plantas de flores roxas ser muito maior que a de flores

brancas, que raramente sdo observadas.
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