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RESUMO GERAL

SILVA, Fabiano Guimaries. Teor de flavonéides em calos e pléntulas in vitro
e variagiio sazonal no teor de flavonéides, 6leo essencial e fendis totais em
carqueja [Baccharis trimera (Less) D.C.]J. 2005. 133 p. Tese (Doutorado em
Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras - MG.'

Foram conduzidos 4 ensaios. O primeiro, a fim de avaliar o acamulo de
flavonoides em calos ¢ comparar com o acimulo em plantulas in vitro e plantas
in vivo e avaliar o efeito da citocinina cinetina (CIN) no acimulo de fitomassa
dos calos e sintese de flavondides. O segundo, com o objetivo de avaliar a
influéncia da sazonalidade e a hipétese de que manejos culturais utilizados em
plantios desta espécie poderdo influenciar o teor de flavondides. O terceiro, a
fim de avaliar a influéncia das variagdes circadiana ¢ sazomal no teor e
composi¢io quimica do o6leo essencial de carqueja, em populagdes silvestre €
cultivada. Por ultimo, avaliar a influéncia da variagdio circadiana e sazonal em
populagdes silvestre ¢ nativa em carqueja quanto ao teor de fendis totais. Nas
condigdes de analises empregados no CLAE ndo se detectou a presen¢a das
flavonas 5,3 -dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona ¢  5-hidroxi-3°,4°,6,7-
tetrametoxiflavona. Em plantulas cultivadas in vitro, constatou-se acimulo da
flavona 5,3 -dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona, porém em concentragdes
inferiores as encontradas em plantas in vivo. Ja a flavona 5-hidroxi-3°,4’,6,7-
tetrametoxiflavona ndo foi constatada em plantulas in vitro. O acido clorogénico
apresentou teores bastante reduzidos em plintulas in vitro ¢ plantas in vivo,
diferindo dos calos, que apresentaram teores mais elevados. Auséncia de
cinetina induziu calos com tendéncia de menor acimulo de fitomassa (26,855
mg/frasco), comparado a 44,725 mg/frasco (1,0 uM) e 46,500 mg/frasco (5,0
uM) de CIN. O teor de acido clorogénico ndo diferiu entre as concentragdes de
CIN avaliadas, porém apresentou tendéncia de maior elevagdo quando esta foi
adicionada na concentragiio de 1,0 puM (129,573 mg/g de calo seco), em
comparagio com sua auséncia (92,361 mg/g de calo seco) ¢ 5,0 pM de CIN
(93,070 mg/g de calo seco). Maior rendimento de acido clorogénico foi
alcangado na presenga de 1,0 pM de CIN (5,800 mg/frasco), comparado a sua
auséncia (2,480 mg/frasco). Em condigdes de campo, a flavona 5,3’-dihidroxi-
4’,6,7-trimetoxiflavona apresentou maior teor em plantas coletadas na estagdo
umida. Ndo houve diferencas entre plantas cultivadas e silvestres nas duas

! Comité Orientador: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador), Dr.
Pedro Henrique Ferri - UFG, D", Ana Helena Janudrio - UNAERP.



estagdes. Ja a flavona 5-hidroxi-3’,4’,6,7-tetrametoxiflavona apresentou maior
teor em plantas silvestres comparada a plantas cultivadas na estacdo umida.
Quanto ao Oleo essencial, maior teor coincidiu com a época de maior
crescimento vegetativo, que ocorreu entre os meses de novembro e fevereiro.
Durante o periodo reprodutivo e trés meses apés, as plantas apresentaram o
menor teor de 6leo. Quanto ao horario de colheita e populagdes, estes ndo
influenciaram o teor de 6leo essencial. Quanto 4 composi¢io do dleo essencial
da carqueja, foi constatado que o mesmo ¢ constituido por sesquiterpenos. As
porcentagens de sesquiterpenos hidrocarbonetos entre os diferentes horarios de
colheita nio diferiram entre si. Verificaram-se também, independentemente do
horario de colheita, em plantas cultivadas em diferentes épocas do ano, valores
inferiores de sesquiterpenos hidrocarbonetos aos observados em plantas
silvestres. Ao longo do ano, maiores teores de sesquiterpenos oxigenados foram
constatados entre os meses de margo ¢ agosto, dependendo da populagdo e
horario de coleta. As diferengas entre populagbes foram minimas e em pontos
isolados ma populagio silvestre. Algumas modificagdes nos componente
individuais foram demonstradas entre os fatores avaliados. O hordrio de colheita
e as populagdes nio influenciaram o teor de fendis totais. Maiores teores de
fenbis totais foram encontrados entre os meses de maio e outubro para a
populagiio cultivada e de junho a setembro para a silvestre. Menores teores de
fenbis totais ocorreram na época mais \imida, com maiores temperaturas € no
periodo de intenso crescimento vegetativo.



GENERAL ABSTRACT

SILVA, Fabiano Guimaries. Flavonoid content in callus and plantlets in vitro
and seasonal variation in the flavonoids content, essential oil and total
phenols in carqueja [Baccharis trimera (Less) D.C.). 2005. 133 p. Thesis
(Doctorate in Agronomy/Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras,
Minas Gerais, Brazil.'

Four trials have been conducted. The first, in order to evaluate the accumulation
of flavonoids in callus and to compare them with plantlets in vitro and in vivo
plants and to cvaluate the effect of kinetin (KIN) accumulation in the biomass
callus and flavonoid synthesis. The second, with the objective to evaluate the
influence of seasonality and the hypothesis that cultural managements used in
plantings of this species will be able to influence flavonoids content. The third,
in order to evaluate the influence of the circadian and seasonal variations in its
content and chemical composition of the carqueja essential oil, in wild and
cultivated populations. At last, to evaluate the influence of the circadian and
seasonal variation in wild and cultivated populations in total phenols content of
carqueja. In callus, synthesis of flavones 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxyflavone
and 5-hydroxy-3’,4”,6,7-tetrametoxyflavone did not take place. Plantlets grown
in vitro accumulated flavone 5,3’-dihydroxy-4’,6,7-trimetoxyflavone, but in
concentrations inferior to those found in in vivo plants. But the flavone 3-
hydroxy-3°,4°,6,7-tetrametoxyflavone was not found in in vitro plantlets. The
chlorogenic acid presented quite reduced contents in in vitro plantlets and in in
vivo plants, differing from the callus, which presented higher contents. Absence
of kinetin induced callus with a trend to less biomass accumulation (26.86
mg/flask), compared to 44.73 mg/flask (1.0 uM) and 46.50 mg/flask (5.0 pM) of
KIN. The content of chlorogenic acid did not differ among KIN concentrations,
but it presented a trend to a higher elevation when this added to the
concentration of 1.0 uM (129.57 mg/g of dry callus), as compared with its
absence (92.36 mg/g of dry callus) and 5.0 pM of KIN (93.07 mg/g of dry
callus). Increased yield of chlorogenic acid was attained in the presence of 1.0
uM of KIN (5.80 mg/flask), compared with its absence (2.48 mg/flask). Under
field conditions, flavone 5.3 -dihidroxi4’,6,7-trimetoxiflavone presented a
higher content in plants collected in the rainy season. There were no difference
between cultivated and wild plants in the two seasons. But flavone 5-hidroxi-

! Guidance Committee: PhD. José Eduardo Brasil Percira Pinto - UFLA (Major
Professor), Dr. Pedro Henrique Ferri — UFG, Dr*. Ana Helena Jamério - UNAERP.
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3’,4°,6,7-tetrametoxiflavone showed on increased content in wild plants
oomparedwrthcultlvatedplams in the rainy season. As regards the essential oil,
increased content coincided with the time of the greatest vegetative growth,
which occurred between the month of November and February. During the
reproductive period and three months later, the plants showed the lowest oil
content. Concerning the harvest season schedule and populations, these did not
influence the content of essential oil. As for the composition of the carqueja
essential oil, it was found that the same is made up of sesquiterpenes. The
percentages of hydrocarbons sesquiterpene among the different harvest schedule
did not differ from one another. Inferior values of oxygenated sesquiterpenes to
those found in wild plants were also verified, regardless of harvest schedule, in
cultivated plants in different schedule of the year. Along the year, increased
values of oxygenated sesquiterpenes contents were found among the months of
March and August, depending upon the population and hawent schedule. The
differences among populations were minimal and on isolated spots in the wild
population. Some modifications in the individual components were shown
among the evaluated factors. Hawent schedule and populations did not influence
the content of total phenols. Higher contents of total phenols were found among
the months between of May and October for the cultivated population and from
June to September for the wild ones. Decreased contents of total phenols took
place in the season, with higher temperatures and in the intense vegetative
period of growth.






1 INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos tem crescido muito o interesse por substincias
quimicas extraidas &e plantas ou microorganismos para a utilizagio na
fabricagio de medicamentos para o homem, além fabricagdo de inseticidas e
ﬁmgicidas, entre outros. Com isto, 0 emprego de vegetais com a finalidade de

. curar algum tipo de doenga tem passado do importante conhecimento empirico

acumulado ao longo das geragSes, como os retidos em populagdes indigenas,
paia os centros de pesquisa, principalmente de paises do primeiro mundo. Este
tem sido o caminho mais curto para o desenvolvimento industrial de um
fitoterdpico. A observacio, por parte de pesquisadores, dos costumes dos
indigenas seria uma pratica muito interessante se houvesse uma legislagio justa
neste sentido, através da qual parte dos lucros obtidos pela comercializaggo deste
fitoterapico retomaria ao local de origem, o que nio acontece. Na pritica € na
legislagdio, o que tem ocorrido ¢ que quando se desenvolve um fitoterdpico nas
condi¢des citadas acima em outro pais, toda a populagio do pais de origem,
inclusive a populagio que forneceu o conhecimento, tem que pagar “royalty”, o
que constitui, no minimo, uma pratica imoral.

Visualizando este enorme potencial curativo encontrado nos vegetais,
paises como Alemanha, Estados Unidos é Japdo, entre outros, tém investido
pesado neste tipo de pesquisa, fazendo com que paises que néio t2m esta politica
corram o risco de ficar apenas como forecedores da matéria-prima ¢ na total
dependéncia de importag3o destas drogas industrializadas.

Apbs a comprovagio da eficicia ¢ o conhecimento do principio ativo,
este podera ser extraido do vegetal e utilizado, ou poderdo ser utilizadas outras
substincias anlogas, que algumas vezes podem até proporcionar melhores
resultados, as quais poderdio ser sintetizados parcialmente ou totalmente em



laboratorio. Neste caso, o composto natural servira apenas de um molde para a
copia em laboratorio. Segundo os proprios quimicos, devido principalmente &
complexidade destas estruturas, a sintese quimica durante um bom tempo nio
serd uma forma viavel. Além do mais, tem-se uma preferéncia por principios
ativos naturais.

A carqueja é uma das inimeras espécies com potencial para utilizagdo na
fabricagio de fitoterapicos. Seu centro de disperséo ¢ o centro sul do Brasil e de
todos paises que estio mais a sul do Brasil. Por toda esta regido, a carqueja ¢
utilizada para o tratamento de algum tipo de doenca na medicina caseira.
Sintetiza importantes classes de metabélitos secundarios: compostos fendlicos,
terpenoides ¢ alcaléides.

A produgiio de metabolitos secundarios € sensivel a virios fatores
ambientais, como temperatura, umidade, fotoperiodo, fertilidade do solo,
competi¢io com outras espécies vegetais, com animais € COm MiCTOOIganismos.
Isto pode causar dificuldades, como uma determinada espécie em uma
determinada época do ano ou estadio de desenvolvimento ser toxica ou ineficaz.
Neste sentido, é de fundamental importincia estudar o comportamento da
espécic em interesse com a finalidade de conhecer e determinar estas
modificagdes, determinando, assim, quando deve ser cultivada, quais manejos
deverdo ser empregados ¢ qual a melhor época de colheita, entre outros. Este
tipo de estudo devera ser feito para cada metabolito de interesse, em que deverdo
ser avaliados, além de seu teor, toda a sua composi¢do quimica.

De acordo com o exposto acima, este trabalho procurou estudar duas
classes de metabdlitos produzidos pela carqueja: os fendis e terpenos,
relacionando teor e composigio quimica com o ambiente e o estadio fisiologico

da planta. Avalicu-se¢ também a possibilidade de sintesc de flavondides em
plantulas e calos in vitro.



Os objetivos deste trabalho foram examinar o acimulo de flavonéides
em calos e comparar com o acimulo em plintulas in vitro e plantas in vivo, €
avaliar o efeito da citocinina cinetina (CIN) no acimulo de fitomassa dos calos e
sintese de flavonoides; avaliar a influéncia da época seca e umida no teor de
flavondides e verificar a hiptese ‘de que manejos culturais utilizados em
plantios desta espécie poderz"io influenciar no teor destes flavondides; avaliar a
influéncia da variagiio circadiana € sazonal no teor ¢ composicio quimica do
'~ 6leo essencial ¢ quantificar o teor de fendis totais em populagdes silvestre e
cultivada.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Emprego e importancia do género Baccharis

Baccharis (Compositac — Asteraceae) compreende um largo género de
plantas amplamente distribuido do México até a Argentina, usadas
tradicionalmente como uma fonte terapéutica para o tratamento de diversos
distarbios relacionados a saide do homem (Jakupovic et al., 1990; Loayza et al.,
1995; Suttisri et al., 1993).

Varios estudos apontam que o género Baccharis é potencialmente
indicado como formecedor de dleo essencial na indistria. Apresenta diversas
utilidades, dependendo da espécie, sendo usado em perfumaria, como
terapéutico sem efeitos téxicos ¢ droga anti-reumatica, entre outros (Jakupovic,
1990; Loayza et al., 1995; Queiroga et al., 1996; Silva & Grotta, 1971; Suttisri et
al., 1994).

Pesquisas realizadas por Armién et al. (1993) demonstram que partes
aéreas frescas de Baccharis megapotamica var. megapotamica € var. weirii,
Spreng quando administradas a ovinos, causaram intoxicagio, sendo esta ultima
variedade 5 vezes mais toxica. No entanto, Costa (1995), estudando o efeito de
B. coridifolia D.C., conhecida como “mio-mio”, observou que quando
administrada a equinos na época da floragdo e frutificagio, dependendo da dose,
pode causar intoxicagfio. Esta ¢ considerada uma das plantas téxicas mais
importante na regifio sul do Brasil, onde causa mortes de bovinos € ovinos ¢, em
menor escala, de equinos e suinos.

Foram verificadas possiveis variagSes na toxidez de B. coridifolia D.C.,
de acordo com a procedéncia e o sexo, as diversas partes da planta e de um ano
para outro. Rodrigues et al. (1995) administraram diferentes doses deste vegetal



para ‘coclhos, verificando que B. coridifolia D.C., mostrou-se mais toxica
quando coletada mais para o sul do Brasil.

Posteriormente, trabalhos ‘de Varaschin et al. (1998) utilizando B.
coridifolia D.C. verificaram que os niveis de tricotecenos macrociclicos e seus
glicosideos foram muito maiores nas plantas femininas em floragdo do que os
t;iveis é)bservados nas plantas que nio‘ estavam em floragio e nas plantas
. masculinas em floragio. Concluiu-sc que os tricotecenos macrociclicos
pr&sénto;s na plama sio responsaveis pelas lesdes observadas na toxicose.

. AB trimera ¢ largamente utilizada na medicina popular na forma de
infusdo devido as suas propriedades anti-inflamatérias, cicatrizantes e digestivas.
Desta maneira, Pedrazzi et al. (1996) avaliaram possiveis efeitos colaterais
téxicos de carqueja apds administragio oral em ratos, o que no foi comprovado.

Estudos de Avancini & Mundstock (2000) confirmaram a atividade
antimicrobiana in vitro do decocto de B. trimera, sugerindo a possibilidade de
sua utilizac3o como desinfetante e anti-séptico biolégico por produto natural em
deter‘minadas situagdes problema, em ambientes de produgdio animal.

Assim como outras plantas, os principios ativos resultantes do
‘metabolismo de B. trimera podem atuar em diversas fungGes metabélicas, tanto
na prépria planta como para o homem, podendo ser usados direta ou
indiretamente como anti-inflamatérios, no tratamento de distirbios estomacais ¢
desordens renais, entre outros (Suttisri et al., 1994).

Segundo Gene et al. (1996), B trimera (Less) D.C. ¢ utilizada no
tratamento de reumatismo, desordens hepatobiliares, diabetes, pele, ulceragdo ¢
ferimentos. O efeito anti-inflamatério, analgésico e o tratamento de ilceras
foram avaliados com extratos das partes aéreas de B. frimera D.C. Para tal, os
autores utilizaram ratos e tais propriedades foram confirmadas.



2.2 Metabélitos especiais

Os vegetais produzem uma grande variedade de compostos organicos
que parecem niio ter fungiio direta no seu crescimento e desenvolvimento. Tais
substancias sdo conhecidas como metabélitos secundarios, produtos secundarios
ou produtos naturais. Estes metabolitos também diferem dos primarios
(aminoacidos, nucleotidios, agiicares, entre outros) por apresentarem agio
restrita no reino vegetal, enquanto os metabolitos primarios sdo encontrados em
todo o reino vegetal (Taiz & Zeiger, 2004).

Os metabélitos secundarios defendem os vegetais contra herbivoros e
patogenos. Durante muitos anos, a importincia adaptativa da maioria dos
metabolitos secundarios vegetais era desconhecida. Consideravam-se tais
compostos como produtos finais do metabolismo sem funcdo aparente ou
mesmo residuo. Mais recentemente, sugeriu-se que muitos produtos do
metabolismo secundario tém funges ecoldgicas importantes nos vegetais, como
protegiio contra herbivoria e contra infecgio cansada por microorganismos
patogénicos; atrativo para animais polinizadores e dispersores de sementes, bem
como agente na competi¢io planta-planta (Agerbirk et al., 2003; Bloszyk et al,,
1995; Guillet et al., 1997, Santos, 1999; Taiz & Zeiger, 2004).

A importincia destes metabélitos secundarios para a sobrevivéncia dos
vegetais se inicia na sua superficie. Sobre a cuticula estio depositadas grandes
quantidades de metabélitos secundarios, representantes de diferentes classes, que
recebem o nome de cera epicuticular, a qual representa uma enorme importincia
para a minimizagio dos diferentes tipos de estresse 20s vegetais (Alcerito et al,,
2002; Amaral et al., 1985; Faini et al., 1999; Shepherd et al., 1995).

Os metabélitos secundérios vegetais podem ser divididos em trés grupos
quimicamente distintos: terpenos, compostos fendlicos e compostos
nitrogenados (Taiz & Zeiger, 2004). No presente trabatho trataremos dos dois



primeiros grupos, ficando de fora os compostos nitrogenados, os quais incluem
os alcaléides.

2.2.1 Compostos fenélicos

Os fendis vegetais constituem um grupo quimicamente heterogéneo,
com aproximadamente 10.000 compostos. Devido a sua diversidade quimica, os
compostos fenélicos apmcmam uma variedade de fungbes vegetais. Muitos
agem como compostos de defesa contra herbivoros ¢ patogenos. Outros tém
fungdo de suporte mecinico, como atrativos de polinizadores ou dispersores de
frutos, na protecio contra radiagio ultravioleta ou reduzindo o crescimento de
plantas competidoras adjacentes (Cahill & McComb, 1992; Salminen et al,,
2001; Scogings et al., 2004; Southerton & Deverall, 1990; Taiz & Zeiger, 2004).

Os compostos fenélicos sio sintetizados por meio de diferentes rotas,
razio pela qual constituem um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista
metabolico. Duas rotas metabdlicas béswas estio envolvidas na sintese dos

compostos fendlicos: a rota do acido chiquimico e a rota do 4cido acético, sendo
a primeira mais importante nos vegetais. A classe mais abundante de compostos
fenolicos secundirios em plantas ¢ derivada da fenilalanina. Esta reagdo ¢
catalisada pela fenilalanina amonialiase (PAL), etapa reguladora importante na
formagdio de muitos compostos fenélicos. A atividade da PAL ¢ aumentada por
fatores ambientais, tais como baixos niveis de nutrientes, luz e infecgdo por
fungos (Almeida et al., 1986; Taiz & Zeiger, 2004).

Estes compostos fenélicos pertencem a uma classe de compostos que
incluem uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que
possuem pelo menos um anel aromstico, no qual ao menos um hidrogénio ¢
substituido por um grupamento hidroxila. Dentre os compostos fendlicos
pertencentes ao metabolismo secundirio dos vegetais sio encontradas estruturas



tio variadas quanto a dos acidos fenélicos ¢ dos derivados da cumarina, entre
outros. Além disso, essa classe de compostos abrange as ligninas ¢ os taninos,
polimeros com importantes fungdes nos vegetais (Carvalho et al., 2004). Dentre
as classes de metabolitos secundarios, as substincias fendlicas sfio as mais
difundidas e significativas no sistema solo-planta (Siqueira et al., 1991).

Os fendis podem ser classificados, de acordo com o esqueleto basico, em
fenois simples, benzoquinonas; &acidos fendlicos; acetofenonas e acidos
fenilacéticos; fenilpropandides: 4cidos cinimicos e compostos analogos,
fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas; nafloquinonas, xantonas;
estilbenos, antraquinonas; flavondides e isoflavonéides; lignanas; diflavonéides;
melaninas vegetais; ligninas; taninos hidrolisiveis e taninos condensados
(Carvalho et al., 2004).

Muitos compostos fenélicos simples apresentam fungbes importantes
nos vegetais, agindo como composto de defesa contra insetos herbivoros e
fungos (Almeida et al., 1986; Taiz & Zeiger, 2004).

Outro exemplo de substincias fenodlica é a lignina. Esta apresenta
fungdes primarias e secundarias. E encontrada nas paredes celulares de varios
tipos de tecidos de sustentacio e vascular. A rigidez mecanica da lignina
fortalece os caules € o tecido vascular, permitindo o crescimento ascendente e
possibilitando que a 4gua e os sais minerais sejam conduzidos através do xilema
sob pressdo negativa, sem haver o colapso do tecido. Uma vez que a lignina é
um componente chave do tecido de transporte de agua, a capacidade de produzir
lignina deve ter sido uma das adaptag¢des mais importantes, que permitiu que as
plantas colonizassem o ambiente terrestre (Carvalho et al., 2004; Croteau et al.,
2000; Robbers et al., 1997; Scogings et al., 2004; Taiz & Zeiger, 2004).

Além de proporcionar suporte mecinico, a lignina desempenha fungdes

protetoras importante nos vegetais. Sua resisténcia fisica coibe seu consumo



pelos herbivoros ¢ a sua estabilidade quimica a torna relativamente indigerivel
por estes animais (Scogings et al., 2004; Taiz & Zeiger, 2004). Os taninos
vegetais sio um grupo distinto de compostos fendlicos que tem analogia
sobretudo pela capacidade de formar complexos com proteinas (Robbers et al.,
1997). ’

Dentro deste grupo de substénciaé secundarios estido os flavondides, que
N formam a maior classe de fenohcos vegetais. Os diferentes tipos de flavondides
dwempenham fungdes diversas nos vegetais, incluindo pigmentacéo e defesa.
Como'exemplo, as antocianinas sio flavonoides coloridos que atraem os animais
com o objetivo, por exemplo, de polinizagdo. Além destas fungSes, os
flavonbides podem proteger contra os danos causados pela luz ultravioleta.
Neste caso destacam-se as flavonas e os flavonéis. Esses tipos de flavonéides
absorvem luz em comprimentos de onda mais curtos do que as antocianinas, nio
sendo visiveis ao olho humanq. Entretanto, insetos como as abelhas, que
enxergam na faixa extrema do ultravioleta, respondem as flavonas e aos
flavonéis como sinais atrativos. Nas'folhas, estas duas classes de flavondides
agem como protegiio das células contra o excesso de radiagio UV-B (280-320
nm), pois se acumulam nas camadas epidérmicas das folhas e absorvem
iintensamente a luz na regido do UV-B, enquanto permitem a passagem continua
de luz visivel (fotossinteticamente ativo).- Além disso, foi demonstrado que o
aumento da exposigio de plantas & luz UV-B resulta na maior sintese de
flavonas ¢ flavonéis (Awad et al., 2001, Shanna et al., 1998; Taiz & Zeiger,
2004; Zuanazzi, 1999). -

Outras fungdes das flavonas e flavonéis incluem, por exemplo, a
mediagio entre leguminosas € microorganismos simbiontes fixadores de
nitrogénio e fungos do solo (Siqueira et al., 1991; Taiz & Zeiger, 2004).
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2.2.2 Terpenos (Oleos essenciais)

Os terpenos ou terpendides constituem o maior grupo de produtos
secundarios. Entre tais substincias destacam-se as volateis, que difundidas com
facilidade a partir da evaporagiio, constituem um verdadeiro elo de ligag3o entre
a fonte produtora ¢ o meio ambiente. Consideradas por muito tempo mero
desvio das fungdes vitais da planta, elas sio fundamentais para a inter-relagdo
dos organismos, contribuindo, assim, de maneira decisiva para a interagdo co-
evolucionaria e para o equlibrio entre os reinos vegetal e animal (Craveiro &
Machado, 1986; Taiz & Zeiger, 2004).

De uma forma geral, s3o misturas complexas de misturas volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas € liquidas e pastosas. Também podem ser
chamados de dleos essenciais, dleos etéreos ou esséncias. Essas denominagées
derivam de algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas, como, por exemplo,
a de serem normalmente liquidas, de aparéncia oleosa a temperatura ambiente,
advindo dai a designagfio de dleo. Entretanto, a sua principal caracteristica ¢ a
volatibilidade, diferindo, assim, dos éleos fixos, misturas de substincias
lipidicas obtidas geralmente de sementes. Outra caracteristica importante ¢ o
aroma agradivel e intenso da maioria dos éleos voliteis, sendo, por isso,
também chamados de esséncias. Eles sio também sohiveis em solventes
organicos apolares, como éter, recebendo, por isso, a denominagio de dleos
etéreos (Simdes & Spitzer, 1999).

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, peroxidos,
furanos, icidos organicos, lactonas ¢ cumarinas até compostos com enxofre. Na
mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragées;
normalmente, um deles é o composto majoritario, existindo outros em menores
teores e alguns em baixissimas quantidades (tragos) (Simoes & Spitzer, 1999).
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Os oleos essenciais estio associados a varias fungdes necessarias a
sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema; exercem papel fundamental na
defesa contra microorganismos e predadores e também na atragio de insetos e
outros agentes fecundadores (Gottlieb & Salatino, 1987; Lis-Balchin et al,
1995; Siani et al., 2000).

As substincias aleloguimicas podem atuar como alomédnios ou como
~ cairoménios, de acordo com os organismos em interagio. O sesquiterpeno
goséipol, um metabdlito do algbdio, ¢ um aloménio que limita a atividade
herbivora de varias espécies de lepdopteros; ao mesmo tempo, age como
estimulante de apetite no caso do gorgulho (inseto que afeta esta mesma planta),
sendo, neste caso, um cairoménio. HA muitos exemplos em que o inseto
seleciona a planta hospedeira atraido pelos produtos do metabolismo secundario,
que também servem como aloménios. Em outros, a presenga de compostos que
agem como repelentes faz com que o inseto evite entrar em contato com
substiincias téxicas presentes na planta (Craveiro e Machado, 1986).

" As substancias volateis ni,io‘ée formam por um unico caminho, mas
contém substincias dotadas de grande diversidade de esqueletos e grupamentos
funcionais, como acidos graxos (gordura) e seus ésteres, hidrocarbonetos,
ilcoois, aldeidos e cetonas, compostos acetilénicos e cumarinas. Os
fenilpropanéides e, especialmente, os terpendides sio os principais constituintes
dos oleos essenciais. Quimicamente, a grande maioria dos dleos volateis ¢
constituida de derivados fenilpropanéides ou de terpendides, sendo que estes
ultimos preponderam. Os terpendides constituem uma grande variedade de
substincias vegetais, sendo este termo empregado para designar todas as
substincias cuja origem biossintética deriva de unidades de isopreno. Os
compostos terpénicos mais freqientes nos Sleos volateis sdo os monoterpenos
(cerca de 90% dos 6leos volteis) e os sesquiterpenos (Simbes & Spitzer, 1999).

Os compostos terpendides, assim como os demais metabdlitos secundarios, sdo
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originados de rotas alternativas do metabolismo primario, em resposta a
adaptacdio do organismo ao meio em que vive.

Biossinteticamente, sfo derivados do acetato via acido mevalonico, que
ao sofrer fosforilagio e descarboxilagio, gera o isopentenilpirofosfato
(isopentenil-PP), que se isomeriza a dimetilalilpirofosfato. A condensagZo destes
dois isémeros, seguida de posteriores incorporagdes de unidades de isopentenil-
PP, leva & formagdio de todos os compostos terpendides (Simdes & Spitzer,
1999).

A classe mais numerosa e expressiva de compostos volateis com
atividade biolégica pertence ao grupo dos isoprenéides (terpendides), formando
a maior subclasse de produtos naturais. S3o atribuidas aos isoprendides volateis
as mais diversas atividades. O canfeno, por exemplo, um importante
monoterpeno, ¢ utilizado como matéria-prima para sintese de inseticidas
clorados. Quanto aos monoterpenos oxigenados (4lcool e ésteres), ja se
conhecem bem suas propricdades aromaticas e medicinais; e do 1,8-cineole, que
apresenta a¢fio como repelente de insetos, notadamente da barata doméstica. O
alcool monoterpénico linalol ¢ muito conhecido e apreciado por causa do aroma
da rosa e também ¢ utilizado como fonte aloménio que repele um tipo de pulgdo
(Craveiro & Machado, 1986).

A classe dos sesquiterpenos compreende substincias que atuam cada vez
mais na comunicagio de insetos ¢ plantas. Entre elas podemos citar o par de
isdmeros zingibeno ¢ sesquifelandreno, constituintes do dleo do gengibre,
devido as suas propriedades organolépticas, de grande significado para a
perfumaria. Com relagio as lactonas sesquiterpénicas, sio substincias de
extrema sensibilidade ao olfato em pequenas variagdes estruturais (Craveiro &
Machado, 1986).
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| Alguns terpenos tém fungio bem caracterizada no crescimento € no
desenvolvimento vegetal, podendo ser considerados como metabélitos primarios
 em vez de secundarios. Por exemplo, as giberelinas, um importante grupo de
hormonios vegetais, sdo diterpenos. Os carotendides de cores vermelha, amarela
e laranjg s30 tetraterpenos que agem como pigmentos acessorios na fotossintese
e‘proteg‘em os tecidos fotossintéticos contra fotooxidagdo. O acido abscisico ¢
. um terpeno produzido pela degradacdo de um precursor de carotendide.
Entretanto, a grande maioria das diferentes estruturas terpénicas produzidas
pelos vegetais é produto do metabolismo secundario, provavelmente relacionada
com a defesa vegetal (Taiz & Zeiger, 2004).

~ Os dleos volateis sio raramente encontrados em gimnospermas (excegdo
de coniferas). Em angiospermas monocotiledoneas, a ocorréncia é relativamente
rara, com excegio da familia Poacm No entanto, plantas ricas em Oleos
volateis sdo abundantcs em angiospermas dicotiledoneas, tais como familias
Asteraceae, Apnacme, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtawae, Mynstlme,
Pxperacwe, Rutaceae, entre outras (Simdes & Spnmr 1999).

Dependendo da familia, os éleos volateis podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, tais como os pélos glandulares (Lamiaceae), as células
pamnqmmatlms diferenciadas (Lamame, Piperaceae ¢ Poaceac) e os canais
oleiferos (Apiaceae), ou em bolsas hsigenas ou esquisolisigenas (Pinaceae,
Rutaceae). Os éleos voléteis podem estar estocados em certos 6rgaos, tais como
nas flores (laranjeira, bergamoteita), folhas (capim-limio, eucalipto ¢ louro),
cascas' dos caules (canela), madeira (sindalo e pau-rosa), raizes (vetiver),
rizomas (curcuma e gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho e erva-doce) ou
sementes (nds-moscada). Embora todos os éOrgdos de uma planta possam
acumular éleos volateis, sua composicdo pode variar segundo a localizagio
(Simdes & Spitzer, 1999).
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A B. trimera (Less) D.C apresenta como constituintes quimicos
principais, no seu 6leo essencial: nonipeno, carquejol, acetato de carquejilo ¢
sesquiterpenos (Martins et al., 1995; Santos et al., 1988).

Pesquisas de Loayza et al. (1995), utilizando trés espécies de género
Baccharis, B. salicifolia Pers., B. latifolia (R. & P.) Pers. ¢ B. dracunculifolia
D.C, identificaram quatro diferentes grupos de produtos: monoterpenos,
monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos € varios sesquiterpenos oxigenados,

tais como germacrone € ledol.

Silva e Grotta (1971), estudando B. retusa D.C., revelaram que esta
espécic apresenta estématos do tipo anomocitico e seu dleo essencial foi
encontrado nos canais secretores proximos das nervuras principal e secundaria, a
um teor de 0,3%.

Zunino (1998), estudando a composicio dos Oleos essenciais das
espécies B. articulata (Lam.) Pers., B. myrtilloides Griseb. e B. rufenses Spreng.,
verificaram que a fraciio de monoterpenos presentes no dleo essencial destas foi
relativamente pobre. Entre monoterpenos hidrocarbonados, B. rufenses Spreng.
foi caracterizada pelo conteido mais alto de limoneno (14,4%), enquanto em B.
articulata e B. myrtilloides os valores foram menores que 0,8% de limoneno. O
teor de monoterpenos oxigenados também apresentou diferencas entre as
espécies, sendo 0,7% para B. articulata (Lam.) Pers. ¢ 1,8% para B. rufenses
Spreng., enquanto, para B. myrtilloides Griseb., apresentou o mais alto valor
(12,4%), identificando-se terpinen-4-ol (8,2%) como constituinte majoritario.
Sesquiterpenos oxigenados variaram de 27,1% em B. myrtilloides Griseb. para
47,0% em B. articulata (Lam.) Pers. Entre os constituintes oxigenados o teor de
trans-nerolidol encontrado nas amostras B. articulata (Lam.) Pers. foi de 15,6%,
porém baixo em B. myrtilloides Griseb., 8,8%. O teor de sesquiterpenos
hidrocarbonados variou entre 38,7% (B. rufenses) ¢ 50,4% (B. myrtilloides). No
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entanto, B. articulata apresentou 0 mais alto valor de B-mridﬁleno (16,3%),
enquanto em B. myrtilloides Griseb. e B. rufenses estes valores foram 4,7% e
4,5%, respectivamente.

Partes aéreas de B. articulata ¢ B. trimera apresentaram teores variados
entre 0,3 ¢ 1%, Neste mesmo estudo, foi verificada, por cromatografia delgada, a
pmencé, tanto no oleo essencial de B. articulata como de B. trimera, o
‘ carquejol eo acetato de carquejila como substincias majoritarias. A anilise
cromatrografica em fase gasosa de amostras de dleo essencial de B. arficulata ¢
B. trimera evidenciou a sua composi¢io, tendo sido possivel determinar a
presenca de a-pineno, B-pineno, canfeno, carquejol ¢ acetato de carquejila, entre
outras estruturas niio identificadas. Os dados levantados pela anmalise
cromatrogrifica em fase gasosa apresentaram alto teor de acetato de carquejila
nos oleos essenciais, B. articulata (67%) e B. trimera (45%), podendo estas
espécies serem aproveitadas na indistria de dleos essenciais, tendo em vista a
alta porcentagem de acetato de carquejila encontrada. Foi verificada maior
porcentagem de carquejol no 6leo {esséncia] de B. articulata (18,5%) do que em
B. trimera (9%) (Siqueira et al., 1985).

O oleo essencial de algumas espécies de Baccharis ¢ obtido em escala
industrial no sul do Brasil. O valor comercial desses dleos varia em fungdo dos
teores de nerolidol e acetato de carquejila. Seus constituintes principais s30 o
carquejol (9%) e o acetato de carquejila (45%). O carquejol € a substincia mais
estudada do ponto de vista farmacolégico (Souza et al., 1991).

Além destas duas classes de metabolitos secundarios, a terceira classe
recebe 0 nome de compostos nitrogenados, os quais incluem os alcaléides. Esta
classe nio foi estudada no presente trabalho.
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2.3 Justificativas e aspectos da utilizagio da cultura de tecidos como

ferramenta para a produgfo de metabélitos essenciais

Como ja mencionado, muitos farmacos sdo produzidos de metabdlitos
secundarios de plantas, como digitalis, L-DOPA, morfina, codeina, reserpina e
as drogas anti-cincer vincristina, vinblastina e taxol. Este tltimo ¢ utilizado em
tratamentos de cincer de ovario ¢ de mama. Portanto, plantas apresentam uma
ilimitada fonte de produtos naturais (Stockigt et al., 1995).

Muito recentemente, fitoquimicos t3m  apresentado  notdveis
bioatividades como anti-cincer e inibigio contra células infectadas por HIV,
funcBes antimicrobianas, antibidtico, inseticida, muloscida e propriedades
hormonais altamente importantes do ponto de vista farmacoldgico ¢
farmacéutico. Atualmente estes e muitos outros produtos naturais sdo
produzidos somente de massivas quantidades de partes de planta inteira
(Stockigt et al., 1995).

Além das dificuldades ji citadas anteriormente para a produgdo de
farmacos utilizando plantas inteiras, a extragio de metabolitos de plantas
medicinais cultivadas ou selvagens continua devido a falta de alternativas
confiaveis. Estas dificuldades tém estimulado a intensificagdo dos esforgos para
encontrar fontes altemativas para produ¢do de varias drogas em laboratdrios de
todo o mundo. A sintese quimica economicamente vidvel de metabolitos com
estrutura complexa provavelmente ndo serd viavel em um futuro proximo. A
necessidade por um suprimento seguro tem também estimulado outras
estratégias de pesquisa (Dicosmo & Misawa, 1995).

O cultivo de calos ¢ células vegetais produz, em estddio nio organizado,
diferenciados metabolitos secundarios, porém em quantidades muito diferentes a
medida que novos compostos sdo sintetizados. Mais de 140 novos compostos

naturais sio atvalmente conhecidos exclusivamente em cultura de células
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vegetais e niio nas plantas que forneceram as células, os quais também incluem
novos metabélitos formados pela biotransformagio (Stockigt et al., 1995).

Ha mais de 90 anos atras, células vegetais foram separadas pela primeira
vez de tecidos de plantas diferenciadas e¢ mantidas vivas sob condigdes
artificiais. Todavia, foram necessérias décadas para encontrar apropriados meios
nutritivos para o cultivo destes sistemas de células. A detecgdio e aplicagio de
ﬁtorreguladom, auxmas e citocininas foi um pré-requisito para um eficiente
cresclmento e divisdo celular. Enquanto isso, metodologias de cultivo de células
vegetais foram sendo aperfeigoadas, enquanto o estabelecimento de tais culturas
tornou-se possivel para qualquer espécie de planta (Stockigt et al., 1995; Torres
et al., 1998).

" Sistemas de cultura de calos e células vegetais representam uma fonte’
potencial renovével de valiosos medicinais, flavorizantes, esséncias e corantes
que. nfio podem ser produzidos por células. microbianas ou sintese quimica.
Porém, atuahnegite poucas culturas produzem estes compostos em quantidades
\iteis comercialmente (Dornenburg & i(norr, 1995). ‘

0] cﬁscimento wnﬁnuo de culturas de tecidos organizados resulta em
um sistema biolégico bastante eficiente para a produgdo de metabdlitos
secundarios, que sdo sintetizados nos diversos orgdos da planta intacta.
Entretanto, as chances de as culturas de 6rg§os serem usadas industrialmente sdo
reduzidas, devido ao crescimento lento e & relativa dificuldade de manipulagio.
Por outro lado, o metabolismo secundario ocorre em células e tecidos
especificos € em determinados estidios de desenvolvimento das plantas
superiores, mostrando que a expressio destes metabélitos esta intimamente
correlacionada com o crescimento ¢ a diferenciagdo celular (Dornenburg &
Knorr, 1995).
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Niveis de produgiio comercial foram atingidos em biorreatores vegetais
com pouquissimos compostos secundirios. Uma possivel razio ¢ de que a maior
parte destes sistemas de culturas de tecidos ndo possuem organizagdo celular
significativa ou diferenciagio de tecido para a produgio nem do composto

desejado nem de seus precursores (Domenburg & Knorr, 1995).

Freqiientemente aceita-se que culturas ndo diferenciadas ndo contém
estruturas como tricomas ou canal oleifero para armazenar estes constituintes,
levando a aus€ncia de actimulos destes metabélitos. Essas caracteristicas podem
ser mecessarias para a compartimentalizacio de etapas na rota biossintética
utilizada para a sintese completa do composto desejado. Também o composto
desejado pode ser toxico & célula; neste caso o crescimento celular e a sintese de
produtos estariam negativamente correlacionados. Por estas e outras razdes,
culturas de células vegetais freqiientemente produzem metabdlitos secundarios
em apenas uma fragfio da quantidade produzida in vive (Ellis et al., 1996), como
ocorre, por exemplo, na produgio de artemisina (lactona sesquiterpenica). Este
metabolito foi produzido apenas em cultura de brotos diferenciados, mas nio em
cultura de calos ou suspensiio celular. Uma explicagdo para isto € que este
metabélito é compartimentalizado e seqiiestrado em tricomas glandulares
presentes nas folhas e flores, que foram também verificados em folhas de plantas
cultivadas in vitro.

A fitotoxidez da artcmisina para a propria Artemisia annua pode ser
explicada porque apenas quantidades trago ou nenhuma artemisina foi
encontrada em tecidos nio glandulares (Ferreira & Janick, 1996). Apesar destas
limitagdes, algumas culturas de células podem ser manipuladas para maior
produgio de metabdlitos pelo uso de elicitores, modificagdes do meio e
biotransformaciio com o uso de precursores metaboélitos (Ellis et al., 1996).
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Um grande nimero de trabalhos tem buscado melhorar a producdo ¢
acimulo pela adigiio de precursores, porém sdo ainda bem menos que aqueles
realizados com plantas intactas (Zu et al., 2000). A baixa produtividade &
também associada ao pobre entendimento da bioquimica destes sistemas.
Recentes avancos na biologia molecular, enzimologia, fisiologia e tecnologia de
fermentago de cultura de células vegetais sugerem que estes sistemas podem se
tornar uma fonte viivel de importantes produtos naturais (Chen et al.,, 1997;
 Dicosmo & Misawa, 1995).

Outra vantagem da utilizagio de técnicas da cultura de tecidos na
producio de metabolitos secundarios ¢ a facilidade de extragio e isolamento
comparado a plantas inteiras, pois cultura de calos ou células permite a obtengio
de material uniforme, com menor teor de clorofila e lignificagio (Barrueto Cid,
1998).

Dentre as técnicas de cultura de tecidos, as mais promissoras sio as
culturas de ralzes transformadas, calos € suspensio celular. A cultura de calos
apresénta como vantagem, compamd# i cultura de células, o fato de apresentar
menor grau de dediferenciaééio, ou seja, apresenta certo grau de diferenciagiio. A
suspensio celular apresenta como vantagens a maior taxa metabdlica e a maior
facilidade de manipulagio em sistemas de biorreatores, juntamente com outros
fatom,oquefazdmtatécniwamakpromissomparaapmduﬁo de
metaboélitos secundarios utilizando métodos biotecnologicos. Antes do inicio do
estudo de produgiio de metabolitos secundarios in vitro, € interessante conhecer
¢ dominar a produg3o de calos ¢ avaliara sua sintese dos metabolitos.

Calo é um agregado de massa celular, com crescimento desordenado e
certo grau de diferenciagfio (Torres et al., 2000) em resposta a uma injuria
quimica, como concentragio de sais e fitorreguladores, ou injiria fisica, como
ferimentos nos tecidos. Calos podem ser iniciados in vitro através de pequenos
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pedacos de plantas sob um meio de crescimento e condigbes estéreis. Sob o
estimulo de substincias endégenas de crescimento ou fitorreguladores de
crescimento adicionados ao meio, o metabolismo das células, que estavam em
um estado inativo, ¢ revertido, ¢ eles iniciam divisio ativa. Durante este
processo, diferenciagiio e especializago celular que ocorrem em planta intacta
sio revertidos, € o explante dard origem a um novo tecido, que ¢ composto de
células do tipo meristematicas e ndo especializadas ou com certo grau de
diferenciagio. Embora calos permanecam desorganizados, podem ser formados
alguns tipos de células especializadas novamente (George, 1996).

Um consideravel esforgo tem sido feito com o intuito de produzir
produtos fitoterapicos a partir de plantas com substincias ativas que tenham sido
acumuladas em cultura de células ou tecidos da planta. No entanto, sdo raros os
processos economicamente vidveis devido & necessidade de otimizacdo dos
compostos ativos que dependem, em ultima instincia, do entendimento dos
mecanismos genéticos, fisiologicos e morfologicos de controle da biogénese e
acumulos dos compostos bioativos (Franga, 1999). Além de melhoramento de
linhagem, métodos de selegiio de linhagens de alta produgdo e otimizagdo do
meio podem levar a um incremento na produgiio de principios ativos. Porém, o
principal problema encontrado na produgfo de principios ativos usando técnicas
biotecnologicas € a falta de conhecimento basico das rotas biossintéticas e dos
mecanismos responsaveis pela produgiio dos principios ativos, ficando a
produtividade dos principios ativos limitada pela falta de precussores especificos
(Domenburg & Knorr, 1995).

Considerando a variabilidade de biossintese ¢ o acumulo de
determinados principios ativos quando a planta interage com o0 meio, somados a
utilizacio da flora medicinal pela indistria farmacéutica, tormam-se
fundamentais o estudo e o estabelecimento de protocolos de cultivos que
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permitam uma maximizagio de produgio de metabélitos secundarios, bem como
o aumento da utilizagiio das plantas medicinais.

A transformacio genética de células de plantas uséndo como vetor
Agrobacterium rhizogenes resulta na indugio de raizes que possuem inumeras
ramificagGes laterais (meristemas apiéais radiculares miiltiplos) e crescem muito
répidaménte, as chamadas “hairy roots”. Devido a tranferéncia de Ti-DNA da
bactéﬁapamaplahta,as“mim cabeludas” sfio autotroficas em relagio a
produ@io de auxinas, ou seja, 'elas se desenvolvem sem a necessidade de
suplemcﬁtaﬁo exogena de auxinas (Franga, 1999). Portanto, esta técnica ¢
muito interessante por - causa de sua produgiio continua de metabdlitos
secundarios iniciada pela inducsio do érgio (Dornenburg & Knorr, 1995). Outra
vantagem seria a menor possibilidade de variagio somaclonal devido 4 auséncia:
de suprimento exdgeno de fitorreguladores ¢ a atividade orgamogenética
relaﬁvamente simples, quando comparada ao grande namero de 6rgdos formados
nos caules (gemas, folhas, frutos e inclusive raizes) (Peres & Kerbauy, 2000). A
variagdo somaclonal pode ser redunda tambem quando comparada i cultura de
calos e suspensdo celular por ser um érgdo diferenciado.

Diante do exposto acima, quando o objetivo for a produgdo de principios
ativos in vitro, a cultura de calos é uma das ferramentas mais promissoras, assim
como a cultura de suspens3o celular. Mesmo esta ultima ¢ fundamental para o
seu estabelecimento, definigio de um protocolo eficiente na producdo de calos,
pois é através dela que se inicia a suspensio celular.
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CAPITULO NI

TEOR DE FLAVONOIDES EM CALOSE PLANTULAS IN VITRO DE
CARQUEJA |[Baccharis trimera (LESS) D.C.]



RESUMO

SILVA, Fabiano Guimaries. Teor de flavondides em calos e plintulas in vitro
de carqueja [Baccharis trimera (Less) D.C.]. 2005. Cap. 2, p.30-56. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.!

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de comparar acamulo de
flavonoides em calos, plantulas in vitro ¢ plantas in vivo, bem como avaliar o
efeito da citocinina cinetina (CIN) no acimulo de fitomassa dos calos ¢ sintese
de flavonéides. Seedlings germinados in vitro foram transferidos para meio MS
suplementado com 10,0 pM de ANA combinados com 0; 1,0 ¢ 5,0 pM de
cinetina ¢ mantidos em auséncia de luz. Em calos ndo ocorreu sintese das
flavonas  5,3’-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona e  5-hidroxi-3’,4°,6,7-
tetrametoxiflavona. Em plantulas cultivadas in vitro, constatou-se acimulo da
flavona 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona, porém em concentragdes
inferiores as encontradas em plantas in vivo. Ja a flavona 5-hidroxi-3’,4°,6,7-
tetrametdxiflavona nio foi constatada em plantulas in vitro nas condigdes de
analise adotadas. O acido clorogénico apresentou teores bastante reduzidos em
pléntulas in vitro e plantas in vivo, diferindo dos calos, que apresentaram teores
mais elevados. Auséncia de cinetina induziu calos com tendéncia de menor
acumulo de fitomassa (26,86 mg/frasco), comparado a 44,73 mg/frasco (1,0 pM)
¢ 46,50 mg/frasco (5,0 uM) de Cinetina. O teor de acido clorogénico ndo diferiu
entre as concentragdes de CIN avaliadas, porém apresentou tendéncia de maior
elevagdo quando esta foi adicionada na concentragio de 1,0 uM (129,57 mg/g de
calo seco), comparado a sua auséncia (92,36 mg/g de calo seco) € 5,0 pM de
CIN (93,07 mg/g de calo seco). Maior rendimento de acido clorogénico foi
alcangado na presenca de 1,0 pM de CIN (5,80 mg/frasco), comparado a sua
auséncia (2,48 mg/frasco).

! Comité Orientador: PhD. Jos¢ Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador), Dr.
Pedro Henrique Fermri - UFG, Dr'. Ana Helena Janudrio - UNAERP.

31



ABSTRACT

SILVA, Fabiano Guimardes. Flavonoids content in in vitro callus and
plantlets of carqueja [Baccharis trimera (Less) D.C.]. 2005. Cap. 2, p.30-36.
Thesis (Doctorate in Agronomy/Crop Science) - Federal University of Lavras,
Lavras, Minas Gerais, Brazil.!

With the objective of examining the accumulation of flavonoid in callus and
comparing with the accumulation in in vitro plantlets and in vivo plants, and
evaluating the cffect of the cytokinin kinetin (KIN) on the accumulation of
biomass of the calluses and flavonoids synthesis, the present work was
accomplished. In vitro-germinated seedlings were transferred to MS medium
supplemented with 10.0 pM of NAA combined with 0; 1.0 and 5.0 pM de KIN
and maintained in the absence of light. In callus did not occur the synthesis of
flavones  5,3’-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxyflavone and  5-hydroxy-3’,4°,6,7-
tetrametoxyflavone. In in vitro cultivated plantlets, the accumulation of flavone
5.3’-dihydroxy-4’,6,7-trimetoxyflavone was found, but at inferior concentrations
than those found in in vivo plants. But the flavone 5-hydroxy-3’,4°,6,7-
tetrametoxyflavone was not found in in vitro plantlets. Undetermined flavonoid
presented quite reduced contents in in vitro plantlets and in vivo plants, differing
from the callus, which presented higher contents. Absence of KIN induced
callus with a trend to less accumulation of biomass (26.86 mg/flask), compared
with 44.73 mg/flask (1.0 pM) and 46.50 mg/flask (5.0 pM) of KIN. Chlorogenic
acid content did not differ among the concentrations of KIN evaluated, but
presented a trend to increased clevation when this was added at the
concentration of 1.0 uM (129.57 mg/g of dry callus), compared with its absence
(92.36 mg/g of dry callus) and 5.0 pM of KIN (93.07 mg/g of dry callus).
Increased chlorogenic acid yield was reached in the presence 1.0 pM of KIN
(5.80 mg/flask), compared with its absence (2.48 mg/flask).

! Guidance Committee; PhD, José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Major
Professor), Dr. Pedro Henrique Ferri ~ UFG, Dr*. Ana Helena Janudrio - UNAERP.
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1 INTRODUCAO

Quando o objetivo for a produgio de metabdlitos secundarios in vitro, de
mancira geral a primeira estratégia utilizada para a otimizagdo de sua produgdo ¢
a manipulagio epigenética. Esta estratégia considera a identificagdo e sele¢io de
linhagens celulares de maior potencial produtivo, a otimizagdo do meio de
cultura, a manipulagio de fatores do ambiente (intensidade luminosa,
fotoperiodo, temperatura, CO,, 0,), a influéncia do nivel de diferenciagdo
celular, a adigio de inibidores ou precursores ao meio de cultura ¢ a elicitagdo

(Maraschin & Verpoorte, 1999).

O meio de cultura tem sido bastante estudado ¢ melhorado em muito a
produgdo. Neste contexto, o emprego de fitorreguladores como giberelinas e
acido abscisico, e principalmente auxinas ¢ citocininas, tem exercido
consideravel influéncia. Niveis de fitorreguladores, auxina e cinetina tém
mostrado efeito notavel sobre o crescimento e produtividade de metabélitos
secundéarios. Aumentos dos niveis de auxinas em culturas, como acido 2.4
diclorofenoxiacético (2,4-D), promovem dediferenciagdo das células e reduzem
o acumulo de metabélitos secundarios. Auxinas adicionadas ao meio solido
estimulam a indugio de calos, porém para a sintesc de produtos ¢ mais
aconselhavel o uso de baixos niveis ou a sua remogdo (Dicosmo & Misawa,
1995; Figueiredo et al., 1995). As citocininas tém diferentes efeitos dependendo
do tipo de metabélito e da espécie com a qual se esteja trabalhando (Obata-

Sasamoto & Komamine, 1983).

A relagdo citocinina/auxina em calos de Rhodiola sachalinensis Boriss.
(Crassulaceae), bem como os seus niveis, tiveram importincia no crescimento de
calos e aciimulo de salidrosidio € a elevada relagdo citocinina/auxina foi

benéfica para ambos os acimulos de fitomassa ¢ salidrosidio (Xu, et al., 1999).
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Explantes de Achillea millefolium L. (Asteraceac) submetidos a diferentes
concentragdes de diferentes citocininas e auxinas apresentaram a produgdo de
calos diferenciada (Figueiredo & Pais, 1991).

A formulagio dos sais do meio de cultura também tem exercido
consideravel influéncia na produgio de metabdlitos secundarios. Cultura de
suspensdo celular de A. millefolium em meio JS (Schripsema, 1991) revelou
produgiio de dleo essencial com uma composigio bastante diferente, comparado
com células crescidas em meio B35 (Gamborg et al., 1968) (Figuciredo et al.,
1995). Para o crescimento celular, a fonte de nitrogénio influenciou

significativamente (Figueiredo & Pais, 1991).

Em Salvia miltiorrhiza Bunge (Lamiaceae) a produgdo de tanshinona foi
condicionada ao meio de cultura; o meio B5 suportou o melhor crescimento,
enquanto o meio 6,7 V (Veliky & Martin, 1970) promoveu a produgdo de
tanshinona em culturas de suspensdo celular. Estes resultados sugerem a
possibilidade de utilizagio de um sistema de duas fases para produgio de

tanshinona em culturas de suspensdo celular (Chen et al., 1997).

Difercntes mcios de cultura ¢ fontes de auxinas influenciaram o
crescimento de calos ¢ produgio de emetina em calos de Psichotria ipecacuanha
Rich (Rubiaceae) (Cerdeira et al., 1995). Em Genista tinctoria L. (Fabaceae), a
formulagdo de sais SH (Schenk & Hildebrant, 1972) apresentou o melhor indice
de crescimento de calos e 0 MC (Mc Cown, 1981), o pior. Quanto ao acimulo
de isoflavonas, o SH também se mostrou mais propicio e o0 MS (Murashige &
Skoog, 1962), o pior. Esta superioridade do meio SH foi atribuida ao maior teor
de inositol deste meio (Luczkiewicz & Glod, 2003).

Entre os sais das difercntes formulages de meios, o nitrogénio tem
merecido destaque. A relagio NH,/NO;  afetou fortemente a produgdo de

jaceosidina  (6-dimetoxi-flavona). Crescimento celular e acumulo deste
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flavondide aumentaram com o acréscimo de NO;. A relagio 4tima de
NH,'/NOs para o crescimento ¢ acamulo jaceosidina foi de 1:5, ao invés de 1:2,
como no meio MS. Em contraste, o crescimento ¢ o aciimulo deste flavondide
foram inibidos em elevada concentragiio de flavondide (Zhao et al., 2001).

A fonte € a concentragio de carbono também tém sido bastante
estudadas. Dentre maltose, glicose, frutose e sacarose, nas concentragdes de 20,
30 ¢ 60 gL', o mais elevado aumento na concentragio de antocianina foi
observado com a utilizagiio de sacarose na concentragio de 60 gL, Este
aumento foi atribuido também ao estresse osmoético, que pode ter ativado o
metabolismo secundario (Luczkiewicz & Cisowski, 2001).

Em S. mitiorrhiza, concentragbes entre 2 ¢ 10% exerceram influéncia
diferenciada sobre o crescimento de células. Foram realizados estudos para
separar os efeitos entre disponibilidade de carbono ¢ potencial hidrico nas
diferentes concentragdes de sacarose, demonstrando sensibilidade de
crescimento celular em menor disponibilidade de 4gua no meio de cultura. Ja o
teor de tanshinona foi mais elevado em meio contendo 10% de sacarose, embora
o crescimento tenha sido inibido sob estas condiges (Chen et al., 1997).

A concentragio de sacarose exerceu um efeito positivo na produgio de
taxol em calos de Taxus brevifolia Hort. ex Gord. (Coniferae), até mesmo em
auséncia de suplemento de nutrientes (Ellis et al., 1996). Em A. millefolium, a
concentracdo de sacarose no meio foi determinante para o crescimento celular
(Figueiredo e Pais, 1991). De maneira geral, meios que maximizam o aciimulo
de fitomassa minimizam o teor de metabdlitos secundarios. Diante disto, varios
trabalhos t€ém utilizado com sucesso um sistema de duas fases, a inicial para
acimulo de fitomassa ¢ a segunda, de produ¢io de metabolitos secundarios
(Chen et al., 1997; Luczkiewicz & Glod, 2003).
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Outro exemplo de sistemas de duas fases maximizando o acumulo de
flavonéides foi demonstrado para Rudbeckia hirta L. (Asteraceae). Neste
trabalho, na primeira fase foi selecionado o meio SH, que foi o melhor para o
crescimento de calos. Na segunda fase, o meio SH foi utilizado com o intuito de
selecionar o melhor balango hormonal para maximizar a sintese de antocianina
(Luczkiewicz & Cisowski, 2001).

Os fatores ambientais luz e temperatura estio entre os mais estudados.
Exﬁlantm de A. millefolium induzidos em auséncia de luz praticamente nio
dediferenciaram, sendo mais eficientes sob fotoperiodo de 16 horas. Por outro
lado, calos mantidos em auséncia de luz mostraram o mais rapido crescimento,
alta friabilidade ¢ menor oxidagiio do que aqueles mantidos em presenga de luz.
Ja para suspensio celular desta espécie, culturas mantidas em luz continua
revelaram crescimento mais lento ¢ elevado gran de agregagio quando
comparadas com aquelas mantidas em auséncia de luz (Figueiredo & Pais,
1991). Foi sugerido que o elevado acimulo de metabdlitos secundarios em
auséncia' de luz 'ocorren devido a fotossensibilidade dos produtos e/ou as
enzimas destas rotas biossintéticas (Figueiredo ct al., 1995).

Quando os agregados celulares em S. mitiorrhiza foram cultivados em
luz, tornaram-se verdes € uma distinta mudanga morfologica foi observada. Os
agregados celulares transferidos para auséncia de luz produziram mais
tanshinona se comparados aos cultivados sob iluminagéo continua, o que sugere
o efeito inibitério sobre a produgio de tanshinona em culturas celulares (Chen et
al.,, 1997). |

Em Saussurea medusa Maxim. (Asteraceae) submetidas a luzes branca,
azul, vermelho e vermelho distante, foi demonstrado que as luzes azul ¢
vermelha foram mais eficientes na indugiio do flavonéide 6-dimetoxiflavona
(Zhao et al., 2001). Em G. finctoria, a luz teve um efeito positivo no crescimento



de calo e biossintese de isoflavonas (Luczkiewicz & Glod, 2003). Mesma
observacio foi feita para o aciimulo de flavonéides (catechinas e proantocianina)
em calos de Camellia sinensis Kuntze (Theaceae) (Shibasaki-Kitakawa et al.,
2003).

Estudando a temperatura étima para a produgdo da flavona jaceosidina
em calos de S. medusa, Zhao et al., (2001) costataram que o acimulo de
fitomassa seca foi maior a 25°C, comparado a 20 ¢ 35°C. Mesma observagio foi
realizada para o teor da referida flavona e, consegiientemente, consideravel
aumento no rendimento foi constatado na temperatura de 25°C. Segundo estes
autores, esta melhora no rendimento de jaceosidina pode ser devida a uma étima
potencialidade catalitica de uma ou varias enzimas envolvidas na sintese de

flavonoides.

O grau de diferenciagio tem demonstrado exercer grande influéncia no
metabolismo secundario. Como regra geral, em plantas hiA uma grande
correlagiio entre citodiferenciacio ¢ metabolismo secundario. Um aumento de 4
a 6 vezes no teor de alcaldides, concomitante a um incremento no nivel de
diferenciagio celular, foi observado em culturas celulares de Tabernaemontana
pandacaqui Poir. (Apocynaceae) (Maraschin & Verpoorte, 1999).

Outra espécie que demonstrou requerer um grau minimo de
diferenciagiio (tecidos com plastidios abundantes) para a produgio de
monoterpenos foi Piqueria trinervia Cav. (Asteraceac). Calos com maiores
teores de clorofila produziram o monoterpeno piquerol A, enquanto os que
apresentaram menores teores nio o produzem, demonstrando que a sintese de
monoterpenos ¢ normalmente associada com o plastidio (Saad et al., 2000).
Mesma observagdo foi realizada para a sintese dos flavondides catequinas e

proantocianinas, em que calos que apresentaram maior teor de clorofila
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apresentaram maior desempenho na sintese de flavonéides (Shibasaki-Kitakawa
et al., 2003).

Em G. finctoria, o acimulo de diferentes isoflavonas em suspensdo
celular foi grandemente inﬂuenciada pela diferenciagiio do tecido (Luczkiewicz
& Glod, '2003). Em Hypericum perforatum L. (Clusiaceae), calos ndo
aprwentaram sintese dos flavonéides rutina, hiperosideo e quercetina, ¢ sim em
plntulas regeneradas a partir destes calos. Mesmo nestas plantulas, seu acumulo
foi intensificado conforme ocorria o desenvolvimento das plintulas, ficando
clara .a necessidade de diferenciagio de o6rgdos para o acimulo destes
flavonoides (Pasqua et al., 2003).
| ~ Agregados de calos compactos, cultivados em meio li(juido de Rhodiola
sachalinensis Borris (Crassulaceae), demonstraram que estes exibiram algum
nivel de diferenciagiio celular, o que foi, possivelmente, responsivel por um
aumento na produgio de salidrosidio (Xu, et al., 1999).

~ E possivel aumentar a biossintese de metabolitos secundirios especificos
pela adigio de precursores as culturas de células. Por exemplo, aminodcidos tém
sido adicionados ao meio de cultura para a prbdm;ﬁo de alcaloides e outros
produtos (Dicosmo & Misawa, 1995).

Uma técnica de que se pode langar mio ¢ a utilizagio de elicitores, que
podem ser abiéticos ou biéticos. Entre os abiéticos se destacam os jons metais
pesados como AgNOs, CdCl, (Pitta-Alvarez et al., 2000) e radiagio UV. Quanto
aos bidticos, séo utilizados poli/oligossacarideos de parede celular de plantas e
microorganismos, enzimas (celulases, hemicelulases, pectinases e chitosana),
peptidios, glicopeptideos e lipideos tém sido utilizados como elicitores (Chen et
al., 1997; Contin et al., 1999; Figueiredo et al., 1995; Maraschin & Verpoorte,
1999; Saad et al., 2000). Neste ultimo grupo merecem destaque os fungos
endofiticos associados com espécies de plantas sob estudo, os quais sdo



geralmente utilizadas como elicitores, tendo proporcionado bons resultados
(Huang et al., 2001; Pulici et al.,, 1997; Konig et al., 1999; Strobel et al., 1997;
Wang, et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi examinar o acumulo de flavonéides em
calos ¢ comparar com o acamulo em plintulas in vitro e plantas in vivo, ¢ avaliar
o efeito da citocinina cinetina (CIN) no acimulo de fitomassa e sintese de

flavonoides.
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2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal e implantagfio in vitro: foram utilizadas sementes de
carqueja‘ [Baccharis trimera (Less) D.C. Asteraceae] coletadas de planta matriz
localizada no Horto de Plantas Medicinais/UFLA, cuja exsicata do material
vegetal encontra-se registrada no Herbario do Departamento de Biologia/UFLA,
sob o nimero 169933. As sementes foram desinfestadas conforme descrito por
Silva et al. (2003). A incubagiio ocorreu em presenca de intensidade luminosa de
15 pmol.m?s", temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 16 horas. Quando as
plantulas atingiram 30 dias, foram transferidas para o meio de indu¢do de calos.
Nestas mesmas plantulas foi também quantificado o teor das flavonas e acido

clorogénico.

- Indugiio de calos: O meio &e cultura foi o MS, suplementado com 10,0
uM de ANA e trés concentragdes de CIN (0, 1,0 e 5,0 uM), conforme descrito
por Iﬂascimento et al. (2003b). O pH do meio foi ajustado para 5,7 antes da
autoclavagem, que acontecen'a 121°C por 20 minutos. Utilizaram-se tubos de
ensaio (25 x 150 mm), em que foram adicionados 10,0 mL do meio. As
condigBes de incubagiio aconteceram em sala de crescimento a 25 °Cl, em
auséncia de luz, conforme o trabalho de Nascimento et al. (2003a). Ao final de
30 dias, os calos formados foram transferidos para 0 mesmo meio de cultura, em
que permaneceram por mais 30 dias. Em seguida, foram avaliados por meio das
caracteristicas de acamulo de fitomassa e teor de flavonoéides.

Extragiio e quantificagio dos flavonéides e acido clorogénico. As partes
aéreas ¢ calos foram secos em desumidificador em temperatura ambiente até
atingirem massa constante. Ja desidratadas, estas foram acondicionadas em
tubos de ensaio vedados com tampa plastica e lacrados com parafilme, mantidos
em auséncia de luz em congelador. Amostras de 100 mg do pé foram



submetidos & extragio com metanol grau CLAE em banho de ultra-som por 30
min. As extragdes foram realizadas em triplicata. Os extratos obtidos foram, a
seguir, avaliados por CLAE.

As analiscs quantitativas realizadas por CLAE foram desenvolvidas em
um cromatégrafo Shimadzu LC-10AD VP com detector DAD (arranjo de diodo)
Shimadzu SPD-M10 VP, injetor automatico SIL-10AD VP, coluna RP-18 Shim-
pack 25 cm x 4,6 cm (5pt), empregando-se um gradiente linear de MeOH/ H,0O +
0,1% CH;COOH 30% —>100% (35 min) com fluxo 0,9 ml/min e detecgio a 254
nm. A flavona 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona (1), conhecida também
como eupatorina, foi utilizada como padrao extemo.

A anilise quantitativa das flavonas 5,3’-dihidroxi4’,6,7-
trimetéxiflavona (1) e 5- hidroxi-3°,4°,6,7-tetrametoxiflavona (2) (Figura 2.1) foi
realizada construindo-se uma curva de calibragio de 4 pontos, que apresentou
linearidade de resposta do detector no intervalo 0,039 pg/ul 52,5 pg/ul e
coeficiente de correlagio R = 0,9997 (Figura 2.2).

FIGURA 2.1. Estruturas das flavonas eupatorina ou 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-
trimetéxiflavona (1) e 5-hidroxi-3’,4°,6,7-tetrametdxiflavona
(2). UFLA, Lavras, MG, 2005.
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. As flavonas 1 e 2 foram isoladas do extrato em CHCL;,-MeOH (2:1) das
partes aéreas de Baccharis trimera. O extrato obtido foi solubilizado em
metanol/igua (2:8) e, a seguir, submetido a uma parti¢io liquido-liquido com
extragies sucessivas em hexano, acetato de etila e n-butanol.
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FIGURA 2.2. Curva de Calibragio para a 5,3’-dihidroxi-4",6,7-trimetoxiflavona
' (1). UFLA, Lavras, MG, 2005.

Aﬁaﬁoemacetatodeeﬁ]a,apéssercmmatograﬁdaemcolunade
silica sob vacuo (eluente: hexano/AcOEt 1:1) e recromatografada em coluna de
sephadex LH-20 eluida em metanol, permitiu o isolamento das flavonas 1 ¢ 2.

A elucidagio estrutural das flavonas 1 ¢ 2 foi realizada através de
métodos espectroscopicos (RMN'H, RMN"C e Dept 135) e comparagio com
dados de literatura (Martinéz et al., 1987; Schinella et al., 1998).
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0 4cido clorogénico foi isolado dos calos produzidos na presenga de 5
uM de cinetina. Calos de B. trimera secos ¢ triturados (0,75g), foram
submetidos & extragio em metanol por maceragio em banho de ultrasom
(30min) por 3 vezes. Apos a remogio do solvente em evaporador rotativo,
obteve-se 0,210g do extrato bruto. O extrato metandlico obtido foi a seguir
cromatografado via exclusio em coluna de sephadex LH-20 em metanol,

levando ao isolamento do composto fendlico.

Delincamento experimental: o delincamento experimental foi
inteiramente ao acaso (DIC); cada unidade cxperimental foi composta por 3
repetigdes, perfazendo 15 unidades experimentais. Os dados foram submetidos a
analise de varidncia, utilizando para tal o programa de Analises Estatisticas e
Genéticas (SAEG).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As anilises quantitativas realizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia das amostras de carqueja avaliadas, permitiram a constatagio da
prosenca das flavonas 1 (te= 27,87 min) € 2 (= 29,70 min), através da
c;)mparado dos tempos de retengdo e maximos de absorgdo no espectro no
ultravioleta a Amax 197, 344 ¢ 274 e Amax 198, 343 ¢ 275 para as flavonas 1 e
2, respectivamente (Figura 2.3).
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FIGURA 2.3. Cromatograma obtido por CLAE do extrato metanélico das partes
aéreas de Carqueja silvestre na estagio chuvosa. Flavona 1
(eupatorina ou 5,3 -dihidroxi-4",6,7-trimetoxiflavona) e flavona 2
(5-hidroxi-3’,4°,6,7-tetrametéxiflavona). UFLA, Lavras, MG,
2005.

Em calos induzidos no meio MS suplementados com 10,0 uM de ANA e
diferentes concentragdes de CIN mantidos em auséncia de luz nio ocorreu
sintese das flavonas 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona (Eupatorina) e 5-
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bidroxi-3’,4”,6,7-tetrametoxiflavona (Tabela 2.1). A auséncia destas flavonas
nos calos pode ser atribuida tanto a varios fatores como simplesmente a auséncia
de luz no cultivo, uma vez que este é um dos fatores ambientais que tem
mostrado forte relagdio com a indugiio da sintese de flavondides (Luczkiewicz &
Gléd, 2003; Shibasaki-Kitakawa et al., 2003; Zhao et al., 2001). Calos de
Taraxacum officinale F H.Wigg. (Asteraceae) crescidos em presenga de luz
apresentaram sintese da antocianina cianidina3-(6"-malonilglucoside). Nesta
condigdo de luz, os calos apmentéram uma coloragio purpura intensa. Ja nos
calos mantidos em auséncia de luz, somente células com coloragio cinza
desprovidas de pigmentagiio proliferaram ¢ néio houve sintese desta antociana
por nio haver expressio da chalcona sintase, enzima chave da rota biossintética,
diferindo das células crescidas em presenga de luz (Akashi et al., 1997).

TABELA 2.1. Teor (mg/g de fitomassa seca) das flavonas 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-
trimetoxiflavona (Eupatorina), 5-hidroxi-3’,4",6,7-
tetrametoxiflavona e acido clorogénico, em calos, plantas in vivo
e in vitro de carqueja [Baccharis trimera (Less) D.C]. UFLA,

Lavras, MG, 2005.
Tipo de tecido STPeRE Shidrodi A6 Acdo

trimetéxiflavona tetrametéxiflavona  clorogénico
Planta in vivo" 172,272 £36,18 5,281 +£ 0,67 10,49 £ 0,81
Plantulas in vitro” 53,212 +£6,40 - 8,72+1,19
Calos (0 pM CIN®) - - 92,36 13,33
Calos (1,0 pM CIN®) - - 129,57 19,63
Calos (5,0 pM CIN®) - - 93,07 £3,43

*Planta matriz doadora das sementes para a implantacéio dos experimentos in vitro,

¥ Plantulas de carqueja germinadas in vitro, em meio MS-50%, e utilizadas para a
inducfio dos calos. *Calos cultivados em meio MS suplementado com 10,0 pM de
ANA ¢ 0; 1,0 e 5,0 uM de CIN, em auséncia de luz.
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" Segundo Dias et al. (1998), o ambiente in vivo nio oferece estresse como
fungos, bactérias e radiagiio UV, entre outros. Em plantas in vivo, isoflavonas
podem servir como armazenamentos de fitoalexinas, que sio liberadas somente
em condi¢des de estresse (Luczkiewicz & Gléd, 2003). Além disso, sintese de
compostos fendlicos ocorre principalmente durante a diferenciag@o celular e
apbs a ‘maturagio foliar, condiges que ndo ocorrem em calos. Da mesma

maneira,.mlos de C. sinensis de em auséncia de luz e repicados para a
| presenga aprwentaram' um consideravel aumento no aciimulo de flavonéides
(catechiﬁas e proantocianina), sem reduzir o acimulo de fitomassa. Este melhor
desempenho em presenga de luz foi atribuido a um maior teor de cloroplastos
em células mantidas em presen¢a de luz, um importante sitio de sintese de
flavondides. Além deste, a luz tem demonstrado promover a atividade da
fenilalanina amonia liase (PAL), enzima importante na via dos flavonéides
(Shibasaki-Kitakawa et al., 2003).

Obseserva-se pelos resultados da tabela 2.1 que em plantulas cultivadas
in vitro, houve acimulo da flavona 5,3’~dihidroxi-4’,6,7-trimetéxiflavona,
porém em concentra¢des mais de trés vezes inferiores as encontradas na planta
matriz in vivo. Ja a flavona 5-hidroxi-3’,4°,6,7-tetrametoxiflavona nido foi
constatada em plintulas in vitro. Ja com relagio ao acido clorogénico nota-se
que os teores foram bastante reduzidos em plantas in vivo e in vitro,
respectivamente 10 e 12 vezes inferiores ao teor encontrado nos calos (105,00
mg/g FS). Resultados semelhantes foram encontrados para as espécies da familia
Asteraceae S. medusa, cujos calos apméntamm teor do flavonéide 6-dimetoxi
flavona 18 vezes maiores que as plantas cultivadas in vivo (Zhao et al., 2001) e
R. hirta, para a qual a concentragio de antocianina em calos fot mais de sete
vezes maior que flores da planta mie in vivo (Luczkiewicz & Cisowski,
2001). Outras familias botinicas, como as espécies do género Genista, também



demonstraram maior capacidade de acumular isoflavonas em calos, comparadas

as plantas in vivo (Luczkiewicz & Glad, 2003).

Na presenga de 5,0 pM de CIN, os calos apresentaram coloragiio mais
clara (Figura 2.4). Foi verificada uma tendéncia de inferioridade na fitomassa
seca de calos quando CIN niio foi adicionada ao meio (Figura 2.5a). O acido
clorogénico apresentou uma tendéncia de superioridade quando CIN estava na
concentragiio de 1,0 pM (129,57 mg/g calo seco), comparado com sua auséncia
(92,36 mg/g calo seco) e na presenga de 5,0 uM de CIN (93,07 mg/g calo seco),
porém ndo houve diferengas significativas entre as concentragdes avaliadas
(Figura 2.5b). Ja o rendimento do dcido clorogénico foi diferente entre as
concentragdes de CIN; em 1,0 pM (5,80 mg/frasco), foi superior a sua auséncia
(2,48 mg/frasco); e na concentragdo de 5,0 pM (4,33 mg/frasco), apresentou

rendimento intermedidrio (Figura 2.5¢).

= 5,0 uM

FIGURA 2.4. Calos de carqueja [Baccharis trimera (Less) D.C.], em meio MS,
suplementado com 10,0 pM de ANA e diferentes concentragdes
de CIN, aos 60 dias de cultivo. (Barra) = 1 em. UFLA, Lavras,
MG, 2005.
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FIGURA 2.5. Mcdias da fitomassa scca de calos (FS) (a), teor (mg/g calo seco)
(b) e rendimento/frasco (mg/frasco) de acido clorogénico (c), em
calos de carqueja [Baccharis trimera (Less) D.C.| cultivados em
meio MS suplementado com 10,0 pM de ANA e diferentes
concentragdes de cinetina (CIN), em auséneia de luz. “Médias
scguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. UFLA, Lavras, MG,
2005.
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Estes resultados foram interessantes porque, de mancira geral, condigdes
que maximizam acimulo de fitomassa de calos nio sdo apropriadas para
acumulo de metabolitos secundarios, o que requer sistemas de duas fases, ou
seja, uma primeira fase para crescimento celular ¢ uma segunda para acumulo de
metaboélitos secundarios (Chen et al., 1997; Luczkiewcz & Cisowski, 2001).
Portanto, assim como ocorrido para varias espécies do género Genista
(Luczkiewicz & Glod, 2003), o meio que se mostrou mais propicio para a
proliferagio de calos coincidiu com o maior acimulo de acido clorogénico.
Porém, quanto as condigdes de incubagfio, calos de carqueja induzidos em
presen¢a de luz se apresentam totalmente escurecidos € apés o primeiro
subcultivo ﬁm necrosados, motivo pelo qual ainda niio foi avaliado o acumulo
dos flavondides em calos mantidos em presenca de luz. No entanto, Luczkiewicz
& Gléd, (2003), verificaram que calos induzidos e mantidos em presenga de luz
mostraram maior acimulo de isoflavona que os mantidos em auséncia de luz,

independentemente do meio de cultura.

Em R. hirta, auxina ANA na concentragdo de 2,68 uM causou acréscimo
de 44% no teor de antocianina. Quanto as citocininas, zeatina estimulou a
produgdo na concentragdo de 2,28 e 22,8 uM; 2iP, nas concentragoes de 2,46 ¢
24,6 pM, e BAP, nas concentragdes de 2,22 e 22,2 uM, impediram a produgio
de antocianina (Luczkiewicz e Cisowski, 2001).
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* Os espectros de RMN'H ¢ RMN'’C obtidos para o composto 3 permitem
inferir que este composto é um acido clorogénico derivado do icido quinico,
porém sua estrutura nio esta totalmente elucidada.

De acordo com os objetivos iniciais, os resultados obtidos no presente
trabatho sio encorajadores, demonstram que calos de B. trimera sdo capazes de
sintetizar acidos fenélicos, mesmo em auséncia de luz, € se apresentam propicios
para futuros estudos envolvendo a elicitagdo abiética (com luz) e bidtica (fungos
endofiticos j4 isolados da propria espécic). |



4 CONCLUSOES

A citocinina cinetina na concentragio de 1,0 pM maximizou o
rendimento do acido clorogénico;

Plantulas in vitro sintetizam a flavona 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-
trimetoxiflavona, porém em quantidades menores, comparadas 4 planta mie in
vivo, e ndo sintetizam a flavona 5-hidroxi-3’,4°,6,7-tetrametoxiflavona;

Nio houve sintese das flavonas 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona e
5-hidroxi-3’,4’,6,7-tetrametoxiflavona em calos de carqueja, mas sintetizam um
flavonéide nio determinado em quantidades superiores as plantulas in vitro e a

planta mie in vivo.
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CAPITULO 1l
TEOR DE FLAVONOIDES EM POPULACOES SILVESTRE E

CULTIVADA DE CARQUEJA [Baccharis trimera (LESS) D.C.]
COLETADAS NA EPOCA SECA E UMIDA
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RESUMO

SILVA, Fabiano Guimaries. Teor de flavonéides em populagées silvestre e
cultivada de carqueja [Baccharis trimera (Less) D.C.] coletadas nas estagdes
seca e umida. 2005. Cap. 3, p57-79. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

Com o objetivo de avaliar a influéncia da sazonalidade ¢ a hipdtese de que
manejos culturais utilizados em plantios desta espécie poderdo influenciar o teor
de flavonéides, foi implantado o presente trabalho. A partir da parte aérea,
quantificou-se o teor das flavonas 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona e 5-
hidroxi-3’,4°,6,7-tetrametoxiflavona em plantas nativas e silvestres. Para isto,
seis coletas mensais foram realizadas mnas estagdes seca e umida,
respectivamente. As anilises quantitativas realizadas por CLAE foram
desenvolvidas em um cromatégrafo Shimadzu LC-10AD VP com detector DAD
(arranjo de diodo) Shimadzu SPD-M10 VP, injetor automatico SIL-10AD VP,
coluna RP-18 Shim-pack 25 cm x 4,6 cm (5p), empregando-se um gradiente
linear de MeOH/ H;0 + 0,1% CH;COOH 30% —100% (35 min), com fluxo 0,9
ml/min e detecgdo a 254 nm. A flavona 5,3’-dthidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona
(1), conhecida também como eupatorina, foi utilizada como padrio externo. A
flavona 5,3’-dihidroxi-4°,6,7-trimetéxiflavona apresentou maior teor em plantas
coletadas na estagio umida. Ndo houve diferengas entre plantas cultivadas e
silvestres nas duas estagdes. Ja a flavona 5-hidroxi-3’,4°,6,7-tetrametoxiflavona
apresentou maior teor em plantas silvestres, comparadas a plantas cultivadas na
estagdo imida.

! Comité Orientador: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador), Dr.
Pedro Henrique Ferri - UFG, Dr". Ana Helena Janndrio - UNAERP.
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ABSTRACT

SILVA, Fabiano Guimardes. Flavonoids content in wild and cultivated
populations of carqueja [Baccharis trimera (Less) D.C.] collected in the
rainy and dry seasoms. 2005. Cap. 3, p.57-79. Thesis (Doctorate in
Agron(l)myICrop Science) - Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil. ‘

With the aim of evaluating the influence of the seasonality and the hypothesis
that the cultural managements utilized in plantings of that specie will be able to
influence the flavonoids content, the present work was established. From shoot,
the content of flavones 5,3 -dihydroxy-4’,6,7-trimetoxyflavone and 5-hydroxi-
3’,4°6,7-tetramethoxyflavone in native and wild plants was quantified. For this,
six monthly collections were performed in the dry and rainy seasons,
respectively.  Flavone 5,3’-dihydroxy-4’,6,7-trimethoxyflavone  presented
increased content in plants collected in the rainy season. There were no
differences between cultivated and wild plants in both seasons. But flavone 5-
hydroxy-3’,4’6,7-tetramethoxyflavone presented increased content in wild plants
as compared with the cultivated plant in the rainy season.

! Guidance Committee: PhD. José Eduardo Brasil Percira Pinto - UFLA (Major
Professor), Dr. Pedro Henrique Ferri — UFG, Dr’. Ana Helena Janudrio - UNAERP.
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1 INTRODUCAO

Compostos fendlicos pertencem a uma classe de metabolitos secundarios
de baixo peso molecular encontrada eni muitos vegetais. Sdo conhecidos mais de
4 200 ﬂavonozd&s De¢ acordo com a classe dos flavonoéides, a eles sdo atribuidas
dwersas fung3es, entre elas protecio dos vegetais contra incidéncia de raios
uln'?.vnoleta € visivel, contra insetos, fungos, virus ¢ bacténias; atra¢do de animais
com finalidade de polinizagio; anti-oxidantes; controle de agio de hormanios
vegetais; atuacio como agentes alelopaticos e inibicdo de enzimas (Zuanazzi,
1999). Muitos dos efeitos protetores dos flavonéides em sistemas biologicos sdo
descritos como propriedades anti-oxidantes, capacidade para transferir elétrons e
radicais livres, e propriedades quelantes, redugdo de radicais alfa-tocoferol ¢
inibicdo de oxidases (Akowuah, et al., 2004).

Recentemente tem sido -considerivel o interesse em encontrar anti-
oxidantes de oqbrréncia natural para substituir os sintéticos na alimentacio e
medicina. Neste éentido, os fendlicos t€m delhonsuado atmdadm anti-oxidantes
in vivo e tétﬁ sido utiliudoé como anti-oxidantes na alimentacdo. Este interesse
econoémico é decorrente de suas diferentes propriedades, como, por exemplo, as
cores que estes pigmentos possuem, sua importancia no processo de tanagem do
couro, na fermentagio do chi-da-india, na manufatura do cacau e suas
contribui¢des em nutri¢io e sabor dos alimentos. Além disto, estes compostos
possuem também importéincia farmacologica, resultado de algumas propriedades
importantes, atribuidas a alguns representantes da classe, como
anticarcinogénica, antiinflamatéria, antialérgica, antiulcerogénica ¢ antivirais,
entre outras (Akowuah, et al., 2004; Zuanazzi, 1999).

Foram observadas, em plantas de trigo (Poaceac), mudangas nos teores
dos flavonols (kaempferol), cumarina, flavona € antocianina em resposta a
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radiagio suplementar com UV-B. Este comportamento indica que estes
flavonoides sdo sintetizados em resposta ao tratamento com UV-B e acumulam
nas camadas epidérmicas, formando uma protegdo pela radiagio UV-B e
prevenindo, assim, que esta alcance sitios mais sensiveis, como DNA e proteinas
nos tecidos do mesofilo (Sharma et al., 1998).

Com relagiio a familia Asteraceae, os flavondides tém mostrado bons
biomarcadores taxondmicos, algumas espécies tém sido classificadas
sistematicamente pelos flavonodides que produzem (Emerenciano et al., 2001;
Sharp et al., 2001).

No género Baccharis (Asteraceac), varios estudos tém demonstrado a
presenga de muitos tipos de flavondides. Em B. tucumanensis Hook. & Am. foi
isolado o flavondide xantomicrol (Tonn et al., 1982). Em B. thesioides Kunth
foram isolados rutina, hyperoside, isoquercetrina, quercetina e o flavonol
quercetina 3-O-[B-D-apiofuranosil (Liu et al., 1993). Em B. eleagnoides foi
isolado o 5,4'dihidroxi-6,7-dimetoxiflavona (cirsimaritina) (Mesquita et al.,
1986). Em B. pseudotenuifolia 1.L.Teodoro foram isoladas os flavonéides
flavanonas (naringenina ¢ eriodictiol), flavonol (aromadendrina), flavonas
(5,7,4 <riidroxi-6-metoxi  flavona, 5,7,4'-tniidroxi-3'-metoxi flavona e
apigenina), flavondis (kaenferol, quercetina e 3,5,7,4'-tetraidroxi-3 -
metoxiflavona) e os glicosideos quercetina-3-O-ramnosideo e quercetina-3-O-
glucosideo (Moreira et al., 2003). Em B. trinervis (Lam.) Pers. foram isoladas as
flavonas 5,7-diidroxi-6,4 '-dimetoxiflavona (pectolinarigenina) 5-hidroxi-6,7,4°-
trimetoxiflavona  (salvigenina) e  5,4'-diidroxi-3,6,7 -timetoxiflavona
(penduletina) (Sharp et al., 2001).

Em partes aéreas de B. trimera, foram isoladas as flavonas genkwanina,
cirsimaritina, hispidulina e apigenina (Nakasugi & Komai, 1998) e a flavona
eupatorina (Torres et al., 2000).
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Estudos com a espécie B. trimera revelaram que o teor de flavondides
expresso em rutina apresentou um incremento no teor em plantas cothidas no
verdo em relagdo a plantas cothidas no inverno e na primavera (Borella et al,
2001).

Akowuah, et al. (2004) demonstraram, em folhas de Orthosiphon
stamineus Benth. (Lamiaceae), coletadas em diferentes regides da Malasia,
" diferentes concentragdes das flavonas eupatorina ¢ 3'-hidroxi-5,6,7,4'-
tetrametoxiflavona. Segundo estes autores, as variagbes podem ser devidas a
oondiéﬁw ambientais como fertilidade do solo, por exemplo, e & idade das
plantas. ' | | .

Este trabalho teve .como objetivo avaliar a influéncia da época de
colheita no teor de flavondides e verificar a hipitese de que manejos culturais
utilizados em plantios desta espécie poderdo influenciar no teor destes

flavonoides.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido entre margo de 2003 e fevereiro de
2004, no municipio de Lavras, MG (21°13°40” S ¢ 44°57°50” W GRW).

O estudo foi conduzido cm duas arcas, sendo as plantas cultivadas
localizadas no campus da Universidade Federal de Lavras/Setor de Plantas
Mcdicinais (Figura 3.1a), crescidas isentas dc plantas invasoras ¢ com cobertura
morta com grama batatais (Paspalum sp.). As plantas silvestres estavam
localizadas 2 20 km das plantas cultivadas, na Fazenda Trés Barras (Figura
3.1b). Este segundo local foi cscolhido devido 4 ocorréncia natural ¢ abundancia
de Baccharis trimera. Estas plantas estavam junto com outras espécies também
cspontineas.

Para a formagio das amostras compostas foram realizadas colctas

mensais, dc novembro a abril (estagio imida) c maio a outubro (cstagdo seca).
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(a)

(b) it

FIGURA 3.1. Plantas de carqueja [Baccharis trimera (Less) D.C.] (a) plantas
silvestres e (b) plantas cultivadas. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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2.1 Extragiio e quantificagiio dos flavondides

As partes aéreas foram secas em estufa com circulago de ar forgada a
uma temperatura maxima de 35 °C até adquirir peso constante. Ja desidratadas,
estas foram acondicionadas em tubos de ensaio vedados com tampa plastica e
lacrados com parafilme, mantidos em auséncia de luz em congelador. As partes
aéreas foram pulverizadas em moinho Marconi® (MA 680) com peneira de 10
mesh. Amostras de 100 mg do p6 foram submetidos a extragdo com metanol
grau HPLC em banho de ultra-som por 30 min. As extragdes foram realizadas
em triplicata. Os extratos obtidos foram a seguir avaliadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

As andlises quantitativas realizadas por CLAE foram desenvolvidas em
um cromatégrafo Shimadzu LC-10AD VP com detector DAD (arranjo de diodo)
Shimadzu SPD-M10 VP, injetor automatico SIL-10AD VP, coluna RP-18 Shim-
pack 25 cm x 4,6 cm (5p), empregando-se um gradiente linear de MeOH/ Hz0 +
0,1% CH3COOH 30% —100% (35 min). com fluxo 0,9 m/min e detecgdo a
254 nm. A flavona 5,3 -dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona (1), conhecida também
como eupatorina, foi utilizada como padrio externo.

A andlise quantitativa das flavonas  5,3’-dihidroxi-4’,6,7-
trimetoxiflavona (1) e 5-hidroxi-3",4°,6,7-tetrametoxiflavona (2) (Figura 3.2) foi
realizada construindo-se uma curva de calibragiio de 4 pontos, que apresentou
linearidade de resposta do detector no intervalo 0,039 pg/ul. —2.5 pe/pL ¢
coeficiente de correlagdo R = 0,9997 (Figura 3.3).

As flavonas 1 ¢ 2 foram isoladas do extrato em CHCl;-MeOH (2:1) das
partes aéreas de Baccharis trimera. O extrato obtido foi solubilizado em
metanol/agua (2:8) e, a seguir, submetido a uma parti¢do liquido-liquido, com

extragbes sucessivas em hexano, acetato de etila ¢ n-butanol.
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FIGURA 3.2. Estruturas das flavonas eupatorina ou 5,3’-dihidroxi-4’.6,7-
trimetoxiflavona (1) e 5-hidroxi-3’,4°,6,7-tetrametoxiflavona
(2). UFLA, Lavras, MG, 2005.
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FIGURA 3.3. Curva de Calibragiio para a 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona
(1). UFLA, Lavras, MG, 2005.
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A fragio em acetato de etila, apds ser cromatografada em coluna de
silica sob vacuo (eluente: hexano/AcOEt 1:1) e recromatografada em coluna de
sephadex LH-20 eluida em metanol, permitiu o isolamento das flavonas 1 € 2.

A elucidagio estrutural foi realizada através de métodos
espectroscopicos (RMN'H, e RMN"C e Dept 135) e comparagio com dados de
literatura (Martinéz et al., 1987; Schinella et al, 1998).

2.2 Caracterizagiio ambiental

Amostras compostas de solo foram coletadas no local de crescimento das
plantas silvestres e cultivadas, no més de abril/2003, e foram analisadas pelo
Departamento de Solos/UFLA quanto as propriedades quimicas (Tabela 3.1) e
fisicas (Tabela 3.2). Apesar de um pH préximo do solo das duas populagdes,
notam-se diferencas consideraveis entre os macronutrientes primarios Fasforo e
Potéassio, com valores bem mais elevados no solo das plantas cultivadas e uma
concentracio de Aluminio bem mais elevada no solo das plantas silvestres.

A umidade do solo foi acompanhada pelo método gravimétrico, em trés
repetigdes por tratamento, em cada uma das 12 coletas. A coleta de cada amostra
de solo foi realizada na camada de 0 a 20 cm de profundidade, no dia das coletas
das plantas, no horario entre as 16:00 e 17:00 horas. A umidade ao longo da
realizagiio do experimento pode ser visualizada na figura 3.4, nota-se que houve
variagio ao longo do periodo, sendo que o maior teor de 4gua ocorreu no més de
fevereiro, seguido pelos meses de outubro, dezembro e janeiro, € os menores
teores nos meses de junho, julho, agosto e setembro, sendo este ultimo a época
mais seca.
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TABELA 3.1. Caracterizagio quimica das amostras do solo de populagdes
cultivada e nativa. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Caracteristicas Amostras
: Cultivada Nativa
pH em 4gua (1:2,5) | 5,6 54
P Mehlich 1 (mg.dm™) ' 55 2,6
P-remanescente (mg/L) - 10,2 21,6
K Mehlich 1 (mg.dm™) 50 295
Ca (mmol..dm?) 2,0 1,7
Mg (mmol..dm™) \ 0,9 0,45
‘Al (mmol.dm?) .ol 0,45
H' Al (mmol..dm™) A 4,0 4,1
SB 3,0 2,3
CTC efetiva - t (mmol..dm™) 31 2,7
CTC efetiva a pH 7,0- T (mmol..dm™) 70 6,3
Saturagio por Al —m (%) . 3 ‘ 17
Saturagio porbases— V(%) . . 43,1 35,6
Matéria orgdnica (g.dm?) | 2.5 2,3
S — SO, (mg.dm™) 9.3 6,85
B (mg.dm™) 0,3 02
Cu (mg.dm™) . 43 3,1
Fe (mg.dm™) 40,1 225,7
Mn (mg.dm™®) 28,8 72,2
Zn (mg.dm®) - 13,6 2,9
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TABELA 3.2. Caracterizagio fisica das amostras do solo de populagdes

cultivada e nativa. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Areia Silte Argila Classe
Amostra
dag/kg Textural
Cultivada 17 26 57 Argilosa
Silvestre 48 25 28 Textura Média

2.3 Caracteristicas meteorolégicas

O clima regional ¢ do tipo Cwa, segundo a classificagdo climatica de
Koppen, com precipitagio média anual de 1530 mm ¢ 80% das chuvas
concentradas de ocutubro a margo. A estagio seca se estende de abril a setembro.

A temperatura média do ar do més mais frio (julho) ¢ de 15,8 °C, enquanto a
média do més mais quente (fevereiro) € 22,1 °C (Brasil, 1992). Os dados das

temperaturas maximas, médias e minimas, precipitagio ¢ umidade do solo se

encontram na figura 3 4.
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FIGURA 3.4. Temperatura maxima, média ¢ minima (a), precipitagdo (b) e

umidade do solo de 0 a 20 cm de profundidade do local de coleta
de plantas silvestres e cultivadas (c), referentes ao periodo de
marco de 2003 a fevereiro de 2004. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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2.4 Anilise estatistica

O experimento foi constitnido de um fatorial 2x2, respectivamente
populagdes cultivada e silvestre x estagio scca ¢ uimida. O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso (DBC), com 3 repeticSes, perfazendo 12
unidades experimentais.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como pode ser constatado na tabela 3.3, a flavona 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-
trimetoxiflavona (eupatorina) é o flavondide majoritario. Seu acumulo se
mostrou mais de 20 vezes méior que o acimulo da flavona 5-hidroxi-3°,4°,6,7-
tetrametoxiflavona em plantas cultivadas na estagiio seca € umida € 13 e seis
vezés maior em plantas selvagens na estagiio seca e imida, respectivamente.

TABELA 3.3. Teor das flavonas (mg/g fitomassa seca) 5,3’-dihidroxi-4°,6,7-
_ trimetoxiflavona  (Eupatorina) e 5-hidroxi-3’,4° 6 7-
tetrametoxiflavona, em partes aéreas de Baccharis trimera
(Less) D.C, colhidas nas estagdes seca € umida, em populacGes -

silvestres e cultivadas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

-2
Populaggo Estagio »

Seeca . Umida Seca Umida
Cultivada 12598 +1324 Ba* 231,70+14,88Aa 621+0,11Aa 10,04 +2,50 Ab
Silvestre 12947+2244Ba  233,69124,69Aa 9,951383Ba 34,6411907Aa

Z Médias seguidas pela mesma letra maiéscula entre estagdes e minisculas entre populagdes néo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Comparando-se o teor da flavona 5,3’~dihidroxi-4°,6,7-trimetéxiflavona
entre as plantas cultivadas e silvestres, observou-se que independentemente da
estagdo, nio ocorreram diferencas (Figura 3.5a). Considerando as duas estagSes
do ano avaliadas, a estagio timida s¢ mostrou mais propicia para o acimulo
deste metabdlito, sendo o teor mais elevado de 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-
trimetoxiflavopa constatado para ambas as populages na estagiio umida (233,69
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+ 24,62 ¢ 231,70 + 14,88 mg/g fitomassa seca), para as populagdes silvestres ¢

cultivadas, respectivamente.
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FIGURA 5. Teor (mg/g de fitomassa seca) das flavonas 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-
trimetoxiflavona  (eupatorina) (A) e  5-hidroxi-3°,47,6,7-
tetrametoxiflavona (B), em Baccharis trimera (Less) D.C, colhidas
na época seca ¢ umida, em populagdes silvestres ¢ cultivadas.
“M¢édias seguidas pela mesma letra maidscula entre épocas ¢
miniscula entre populagdes nio diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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O maior teor desta flavona coincidiu com o periodo de maior
temperatura e precipitagdo e, conscqiicntemente, maior umidade do solo
(novembro a margo). Foi constétado, nesta estagdio, intenso crescimento
vegetativo das plantas de ambas as populagdes, com muitas brotagdes, o que nio
foi obsgrva‘,do nas plantas coletadas na estagdo seca (maio a outubro). Estas
observagdes sugerem que um efeito indireto dos fatores ambientais no
" metabolismo desta flavona pode influenciar diretamente o crescimento do
vcg_etal,uo qual, por sua vez, podé ter influenciado o actimulo desta flavona
(tabela 3.3). ‘

. J4 para a flavona S5-hidroxi-3",4’,6, 7-tetrametoxiflavona, (Figura 3.5b) o
maior actmulo (34,64 % 19,07) foi constatado também na estagio tmida, porém
apenas na populagdo silvestre. Na pbpulado cultivada nio ocorreram diferencas
entre as estagdes. Estes resultados sugerem que o acimulo de metabdlitos
pertencentes a uma mesma classe é diferenciado, havendo a necessidade de
estudos especificos para os diferentes compostos dentro da mesma classe. Como
exemplo, o nivel de flavondide acumulado na casca de frutos de magd
submetidos a diferentes niveis de luz foi diferenciado, ou seja, alguns
‘ﬂavonéid&s responderam € outros se mostraram insensiveis a este fator
ambiental (Awad et al., 2001). |

Quanto a0 solo das populagdes silvestres e cultivadas, apesar de
apresentarem pH proximo, as plantas cultivadas estavam em condigdes
superiores de fertilidade, além de serem adubadas anualmente com composto
orginico. O solo destas plantas apresentou teores mais elevados de P, K,
capacidade de troca catiénica, matéria orginica e saturagio de bases (Tabela
3.1). Ja o solo das plantas silvestres apresentou maior teor de aluminio e
saturacfio por aluminio (m%). Esta ultima caracteristica ¢ a que methor expressa
o potencial fitotéxico do aluminio, sendo um dos pontos mais importantes a ser
avaliado nos resultados da andlise quimica do solo (Furtini Neto et al., 2001).
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Estes fatores, associados a elevada competi¢io com gramineas € outras espécies,
nio influenciaram o teor da flavona 5,3 -dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona. Ja a
flavona 5-hidroxi-3’,4°,6,7-tetrametoxiflavona apresentou maior teor em plantas
silvestres, comparadas a plantas cultivadas na estagio umida. A auséncia de
diferenca pa estagdo seca pode ter ocorrido devido a redugio de umidade do
solo, a qual causa, consegiientemente, o decréscimo do teor destes elementos em
contato com o sistema radicular, deixando as caracteristicas quimicas dos dois
tipos de solos mais proximas. Ji na estagio umida, a fase liquida do solo
aumenta, elevando o contato destes clementos com o sistema radicular, os quais

funcionariam como elicitores abidticos.
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4 CONCLUSOES

a) Plantas cultivadas e silvestres coletadas na estagio umida
apresentaram maiores teores da flavona 5,3’-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona;
" b) Maior teor da flavona S-hidroxi-3’4’,6,7-tetrameténiflavona  foi
constatado em plantaﬁ silvestres, na estagdo umida;
¢) As diferentes flavonas avaliadas responderam distintamente aos
fatores ambientais, implicando na época de colheita para a maximiza¢do dos

mdhnentos.
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CAPITULOIV

VARIACAO SAZONAL NO TEOR DE FENOIS TOTAIS EM
v CARQUEJA [Bacchans trimera (LESS) D.CJ]
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RESUMO

SILVA, Fabiano Guimariics. Variaciio sazonal no teor de fendis totais em
populagdes silvestres e cultivadas de carqueja [Baccharis trimera (Less)
D.C.]. 2005. Cap. 4, p.80-95. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotecnial) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG!

Com o objetivo de avaliar a influéncia da variagio sazonal no teor de fendis
totais em populagdes silvestre ¢ nativa em carqueja, foi implantado o presente
trabalho. Realizaram-se coletas mensais durante 12 meses ¢ trés horarios (06:00,
12:00 e 18:00). O experimento foi constituido de um fatorial 2x3x12, sendo 2
populagdes, 3 horarios de colheita e 12 épocas. O delineamento experimental foi
em blocos ao acaso (DBC), com 3 repetigdes, perfazendo 216 unidades
experimentais. O material vegetal coletado foi a parte aérea da planta. Estas
foram colhidas, desidratadas €, no momento da extragio, trituradas. O método de
analise utilizado foi o espectrofotométrico (Association of Agricultural Chemist
- AOAC, 1970). O horario de colheita e as populagdes nio influenciaram no teor
de fendis totais. Maiores teores de fendis totais foram encontrados entre os
meses de maio e outubro para a populagio cultivada e de junho a setembro para
a silvestre. Menores teores de fenéis totais ocorreram na época mais umida, com
maiores temperaturas ¢ no periodo de intenso crescimento vegetativo.

! Comité Orientador: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador), Dr.
Pedro Henrique Ferri - UFG, Dra. Ana Helena Janudrio - UNAERP.
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ABSTRACT

SILVA, Fabiano Guimariics. Seasonal variation in the content of total
phenols in wild and cultivated populations of carqueja [Baccharis trimera
(Less) D.C.). 2005. Cap. 3, p.80-95. Thesis (Doctorate in Agronomy/Crop
Science) - Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.'

With the objective to evaluate the influence of the scasonal variation on the
content of total phenols in wild and cultivated populations in carqueja, the
present work was established. monthly collections during 12 months and three
schedule (6:00, 12:00 and 18:00). The experiment consisted of 2x3x12 factorial,
being 2 populations, 3 collection schedule and 12 times during the year. The
experiment design was in randomized blocks, with three replications, amounting
to 216 experimental units. The plant collected material was the plants. Shoot,
were harvested, dehydrated and at the moment of extraction, ground. The
method of analysis utilized was the spectrometric one (Association of
Agricultural Chemist - AOAC, 1970). The collection schedule and the
populations did not influence the content of total phenols. Increased contents of
total phenols were found between the months of May and October for the
cultivated populations and from June to September for the wild one. Lower
contents of total phenols took place in the rainy season, with higher temperatures
and in the period of intense vegetative growth.

! Guidance Committee; PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Adviser), Dr.
Pedro Henrique Ferri - UFG, Dr*. Ana Helena Janudrio - UNAERP.
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1 INTRODUCAO

Plantas originaram de um ambiente aquatico. Essa sucessiva adaptagdo
evolucioniria para a terra foi alcangada basicamente pela formag3o massiva de
compostos fenolicos vegetais. Estas substincias, além de assumirem um papel
estrutural na parede celular, apresentam uma vasta formagio de constituintes nio
estruturais, com varias fungbes, como defesa de plantas (agentes alelopaticos,
antifingicos, etc), determinando, por exemplo, a durabilidade da madeira ¢ o
estabelecimento da cor da flor, os quais contribuem substancialmente para certos
flavorizantes (paladar ¢ odor). Estas fungdes ¢ outras influenciadas pelos
fendlicos vegetais sio essenciais para a continua sobrevivéncia de todos os tipos
de plantas vasculares (Carvalho et al., 2004; Croteau et al., 2000; Robbers et al.,
1997; Scogings et al., 2004).

No que diz respeito ao papel dos fenois na interagdo planta-patégeno,
pesquisas tm demonstrado que esta classe de metabélitos secundarios exerce
grande importéncia neste sentido. A indug3o da sintese de compostos fen6licos ¢
uma caracteristica comum da interagio hospedeiro-patogeno, ¢ a especifidade do
fenol tem sido relacionada com a resisténcia do hospedeiro. Em tecidos foliares
de trigo, resistentes ao fungo Puccinia recondita, encontraram-s¢ 0s acidos
ferilico e p-cumarico (Southerton ¢ Deverall, 1990). Eucalyptus calophylla
R.Br. (Myrtaceae) tratado com aminooxiacetato, inibidor da PAL, alterou a
resposta de resisténcia a Phytophtora cinnamomi, modificando a concentragio
de lignina e fenol, os quais apresentaram caracteristicas fenotipicas de
suscetibilidade. Esses resultados evidenciam a relagiio de sintese de fenol e
lignina com a resisténcia das plantas a determinados patégenos. Estudos tém
demonstrado o envolvimento das peroxidases na via biossintética de polifendis ¢
de lignina (Almeida et al., 1986).
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A concentragdio de fendis nos tecidos dos vegetais vana de acordo com
sua taxa de biossintese, 0 armazenamento ¢ a degradagdo, que podem ser
influenciados pelo balango honm'nal ou, ainda, regulados diretamente por
enzimas, como também pelo balango de substrato enzimitico (Siqueira et al
1991). Outros fatores, como luz, temperatura, conteido de carboidratos, nutrigio
e status hidrico, podem influenciar na sintesc de fenéis, embora sua
‘concentra¢io varic em relagio ao tipo de composto fendlico, ds espécies, ao
estidio de crescimento e 4 parte da planta analisada. Condigbes de estresse
- podem, também, influenciar a liberagdo de polifenéis a partir dos vacuolos, bem
como a sintese de novos fenéis (McConchie et al., 1994). Por exemplo, grupos
de fenobis acidos, como acidos fenilicos € p-cumarico, siio mais encontrados em
raizes, enquanto compostos isoflavondides sdo observados predominantemente‘
em folhas e menos em peciolos, caule e raiz (Siqueira et al., 1991).

Geralmente, a concentragio de compostos quimicos de defesa, ricos em
carbono, como'os fendis, ¢ correlacionada negativamente com a taxa de
crescimento e a redugio do vigor das plantas. Também os fentis soliaveis como
os taninos podem influenciar a op¢do de dieta e ‘o consumo de alimentos por
causar no alimento um sabor adstringente ou reduzir a disponibilidade de
nutrientes apos ingestdo (Scogings et al., 2004).

Souza (1998), trabalhando com Plantage major L. (Plantaginaceaea),
verificou que o teor de fenéis na parte aérea foi maior que no sistema radicular,
sendo mais expressiva a diferenga durante a fase reprodutiva. No sistema
radicular, o teor de fendis niio se alterou entre os diferentes niveis de luz e entre
as fases de desenvolvimento da planta. Durante o amadurecimento das
inflorescéncias o teor aumentou, porém em condi¢des de 100% de irradidncia
este aumento no teor foi mais precoce que em plantas cultivadas a 50%. Quanto
ao aumento no teor de fendis tanto em folhas quanto em inflorescéncia, deduz-se
que ocorra em razio da sintese de compostos fenélicos, 0s quais reduzem a
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oxidagio de auxinas ou estio diretamente envolvidos mos processos de

florescimento.

Também, Bucher et al. (2003) estudaram o teor de fendis durante as
quatro estagdes do ano em algumas espécies da regido de Cordoba (Argentina).
Entre estas, Lycium cestroides Schitdl. (Solanaceac) apresentou méximo teor no
veriio; Prosopis spp. (Fabaceae) ¢ Celtis tala Gillies ex Planch. (Ulmaceac) nio
apresentaram diferencas entre as estagdes ¢ Schinus longifolius Speg.
(Anacardiaceae) apresentou maior teor na primavera e verdo. Foi demonstrado,
também, que a composigio quimica destes vegetais influenciaram a dieta em
Phytotoma rutila, o que foi associado, entre outros fatores, ao teor fenol.

Estudos realizados no sul da Africa com varias espécies vegetais
demonstraram, de maneira geral, contra as expectativas iniciais, que os taninos
condensados € fenois totais foram mais elevados em todas as espécies durante a
estagfio de crescimento. Esta observagio foi interpretada como indicativo de que
uma Gtima estratégia de defesa que potencialmente reduz o risco de perda de
atividade da gema apical do broto. No periodo de crescimento, Scutia myrtina
Kurz (Rhamnaceac) e Acacia karroo Hayne (Mimosoideac) apresentaram os
teores mais elevados de fendis totais. Mesma observagdo foi realizada para
Diospyros lycioides Desf. (Ebenaceae), Ehretia rigida Druce (Boraginaceae),
Grewia accidentalis (Tiliaceag) e Rhus longispina Eckl. & Zeyh.
(Anacardiaceac) (Scogings et al., 2004).

Em Baccharis myriocephala Baker (Asteraceae), o teor de tanino
avaliado através da quantificag@io de fenois totais aumentou por ocasido do inicio
do florescimento, ja no final da florag3o, este teor apresentou redugdo (Castro et
al., 1999).

Em B. dracunculifolia DC. (Asteraceae) foi constatado maior teor de
tanino durante a fase reprodutiva, comparada 3 ndo reprodutiva. Nao foi
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verificada relacio entre a concentrag3o de tanino e a abundéncia de galhas. Os
~ autores sugeriram que 2 abundincia de galhas nesta espécie é provavelmente
determinada por outro ,fator particulér que varia entre as fases fenologicas, como
outros compostos secundarios ou mecanismos de defesa ndo avaliados no estudo
(Espirito-Santo & Fernandes, 1998).

Plantas de Capsicum annuum L. (Solanaceac) foram cultivadas em trés
" niveis hidricos com a finalidade de determinar seus efeitos no metabolismo
fenilpropandides. Os fendlicos soliveis ¢ o conteiido de lignina em frutos de
pimentio supridas com niveis intermedidrios de aguva foram elevados se
comparados aos de plantas estressadas hidricamente. Os resultados do presente
trabatho sugerem que condigdes ambientais como o estresse hidrico apresentam
um forte efeito sobre o ac.t'nmnlo de capsaicinoides (composto fenolico) em
frutos de pimentfio, que é o resultado da competicdo entre biossintese de
capsaicinoides e outros metabélitos fenilpropanéides (Estrada et al., 1999).

. O objetivo deste trabalho foi quantificar o teor de fendis totais em
Bdcchan's trimera, em populépbeé silvestre e cultivadas, em diferentes épocas
do ano e horarios de colheita, visando determinar o melhor momento para a
colheita quanto & produgfo desta classe de compostos, e avaliar se os manejos
culturais influenciam no teor desta classe de compostos através da comparagdo
do comportamento de plantas silvestres com cultivadas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Condigies gerais

O presente trabalho foi conduzido entre margo de 2003 e fevereiro de
2004, no municipio de Lavras, MG (21°13°40” ¢ 44°57°50” W GRW).

O estudo foi conduzido em duas areas, sendo as plantas cultivadas
localizadas no campus da Universidade Federal de Lavras/Setor de Plantas
Medicinais, ¢ plantas silvestres estavam localizadas a 20 km das cultivadas,
como descrito no capitulo 3, onde também esti descrita a caracterizagdo
ambiental e condigdes meteorologicas durante o experimento.

Foram realizadas colheitas mensais durante um ano, nos horérios de 06,
12 ¢ 18 hs. O material vegetal coletado foi constituido de toda a parte acrea,

incluindo inflorescéncias, quando existiam.

2.2 Anilise Fitoquimica

O método de analise utilizado foi o espectrofométrico (Association of
Agricultural Chemist - AGAC, 1970).

Extragiio de fenodis totais: 100 mg de planta desidratada triturada foram
submetidas a trés extragOes consecutivas com metanol (3 mL) a quente, sendo
cada extragio com dura¢io de 10 minutos. Os extratos resultantes foram
pipetados e filtrados em algoddo, no baldo volumétrico, € o volume foi
completado para 10 mL com metanol.

Preparagio da curva padrdo: no preparo da curva padrio foram
adicionados, em baldo volumétrico de 10 mL, solugéio padrdo de acido tanico (0;
0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mL), 7,5 mL de agua destilada, 0,5 mL do reagente Folin-
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Denis € 1,0 mL de solugiio saturada de NaCO;, diluindo-se para 10 mL com
agua. Apos agitacio, foi determinada a absorvancia, apés 30 minutos, em 760
nm, obtendo-se a curva padrio com a absorvincia em fungiio de mg de acido
tanico/100 mL.

Leitura em espectrofotdmetro: as leituras foram realizadas em
espectrofotometro de duplo feixe Hitachi U-2000, sendo realizadas trés leituras
por amostra. Na preparagio de amostra para leitura de absorvéncia, foi pipetado
0,4 mL de extrato em balfio volumétrico de 10 mL, ao qual foram adicionados
7,5 mL de agua destilada, 0,5 mL do reagente Folin-Denis e 1 mL de solugdo
saturada de carbonato de s6dio, sendo completado o volume de 10 mL com agua
destilada. Apos a adic8o dos reagentes, espérou-se 30 minutos para leitura de
absorvincia em 760 nm. Determmada, de acordo com a curva-padrdo, a
concentragio das amostras mg de acido tinico/100 mL, estas foram convertidas
em porcentagem de tanino por 100 mg de amostra de planta desidratada, unidade
utilizada no célculo de anilise de varidncia.

2.3 Anilise estatistica

O cxperimento foi constimido de um fatorial 2x3x12, sendo 2
populagdes, 3 horarios de colheita e 12 épocas. O delincamento experimental foi
em blocos ao acaso (DBC), com 3 repeti¢des, perfazendo 216 unidades

experimentais.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, o teor de fendis totais em plantas de B. trimera se
mostron com pouca variagio entre populagies, épocas do ano ¢ horérios de
colheita. O teor variou de 3,26%, em plantas cultivadas, colhidas no més de
novembro as 6 horas a 7,32% em plantas silvestres, colhidas no més de julho as
12 horas (Tabela 4.1). Castro et al., (1999) trabalhando com B. myriocephala
verificaram que o teor de tanino expresso através do teor de fendis totais variou
consideravelmente, partindo de 0,26% a 12,18%, resultados bastante superiores
aos encontrados no presente trabalho.

TABELA 4.1. Teor (%) de fendis totais de partes aéreas em carqueja [Baccharis
trimera (Less) D.C.], cultivadas ¢ silvestres, colhidas em
diferentes horarios ¢ épocas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Populacdes
Epoca do Cultivadas Silvestres

ano Hordrio de coleta
06:00 12:00 18:00 06:00 12:00 18:00
Jan/2004 5,59 Aa(a) 5,79 Aa(a) 5,45 Aaa) 5,43 Aa(b) 5,29 Aa(a) 5,72 Aa(b)
Fev/2004 529 Aa(a) 5,34 Aa(a) 5,32 Aa(a) 4,76 Aa(b) 5,15 Aa(a) 5,00 Aa(b)
Mar/2003 4,35 Aa(b) 5,39 Aa(a) 5,63 Aa(a) 4,96 Aa(b) 5,19 Aa(a) 5,66 Aa(b)
Abr/2003 4,81 Aa(b) 5,23 Aa(a) 5,30 Aa(a) 5,27 Aa(b) 5,59 Aa(a) 5,36 Aa(b)
Mai2003 6,21 Aa(a) 6,09 Aa(a) 5,97 Aa(a) 6,17 Aa(a) 5,83 Aa(a) 6,02 Aa(b)
Jun/2003 6,24 Aa(a) 6,38 Aa(a) 6,14 Aa(a) 6,46 Aa(a) 6,95 Aa(a) 7,07 Aa(a)
Jul/2003 7,20 Aa(a) 7,25 Aa(a) 6,86 Aa(a) 7,11 Aa(a) 7,32 Aa(a) 7,17 Aa(a)
Ago/2003 5,36 Aa(a) 6,52 Aa(a) 6,31 Aa(a) 6,43 Aa(a) 6,05 Aa(a) 6,47 Aa(a)
Set/2003 6,55 Aa(a) 6,60 Aa(a) 6,74 Aa(a) 6,59 Aa(a) 6,40 Aa(a) 7,02 Aa(a)
Out/2003 5,42 Aa(a) 6,34 Aa(a) 6,13 Aa(@) 5,50 Aa(b) 6,13Aa(a) 5,40 Aa(b)
Nov/2003 3,26 Ab(b) 5.88 Aa(a) 5,95 Aa(a) 5,71 Aa(b) 5,96 Aa(a) 6,07 Aa(b)
Dez/2003 4,58 Aa(b) 4,46 Aa(a) 4,66 Aa(a) 4,57 Aa(b) 5,22 Aa(a) 5,14 Aa(b)

Z Médias seguidas pela mesma letra maitscula entre horirio de colheita, mimiscula entre
populacdes e dentro de parénteses entre época de colheita nio diferem entre si pelo teste de
Skott-Knott a 5% de probabilidade. Cada ponto representa média de trés repetigdes.
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O teor de fendis totais nio diferin entre as populagdes silvestre e

~ cultivada, independentemente da época do ano. Quanto as épocas de colheita, os
maiores teores ocorreram entre os meses de maio e cutubro para a populagio
cultivada ¢ de junho a setembro para a silvestre (Figura 4.1 e tabela 4.1).
Maiores :tec;res de fendis totais ocorreram nos mescs com menor temperatura,
precipitagiio ¢ umidade ‘do solo (Figura 3.1a, b e ¢, capitulo 3). Os menores

" teores de fenbis totais foram encontrados no periodo de crescimento vegetativo,
o qual, no presente trabalho, ocon'eu. entre os meses de novembro a abril. Neste
periodo as plantas se apresentavam em crescimento vegetativo. Resultados
diferentes foram encontrados para a espécie B. myriocephala onde o inicio do
florescimento coincidiu com a fase de aumenito no teor de tanino (Castro et al.,
1999). | | |

—e— CULTIVADA
—o— SLVESTRE

- Fendis totais (%)
Q a4 N W & WO N O

© ° P& PELLPLS ° &°
\?& Pl 6’\) Qo{&,@;&@%@
Epocado ano

FIGURA 4.1. Teor (%) de fenoéis totais de partes acreas de carqueja [B. trimera
(Less) D.C]. cultivadas ¢ silvestres, colhidas em diferentes
épocas do ano. Z Médias seguidas pela mesma letra em cada
populagio ndo diferem entre si pelo teste de Scoot-Knott a de 5%
de probabilidade. Cada ponto representa média de trés repetigdes.
Médias sobre horario de colheita. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Segundo Herms e Mattson (1992), hi uma tendéncia de a concentragio
de compostos quimicos de defesa ricos em carbono, como 0s fendis, serem
negativamente correlacionados com a taxa de crescimento € a reducgdo do vigor
das plantas, o que também foi constatado para as plantas de carqueja. Por outro
lado, nem todas as espécies seguem este padrio. Como exemplo, S. myrtina e
Acacia karroo apresentaram os teores mais elevados de fendis totais na estagdo
de crescimento. Mesma observagio foi realizada para D. lycioides, E. rigida, G.
accidentalis e R. longispina (Anacardiaceae) (Scogings et al., 2004).

Quanto ao horario de cotheita, este nio influenciou o teor de fenois totais
em nenhum dos meses ao longo do ano (Figura 4.2 ¢ tabela 4.1).
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FIGURA 4.2. Teor (%) de fenois totais de partes aéreas em carqueja [Baccharis
trimera (Less) D.C}. colhidas em diferentes épocas ¢ horarios.
Cada ponto representa médias de trés repetigbes. Médias sobre
populagdes. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Quando se avalia a interagiio entre os fatores populagdes, horarios ¢
~ época do ano, verifica-se, entre populagdes, que plantas cultivadas e colhidas no
- més de novembro, as 6 horas, apr&séntaram teores de fenois totais inferiores aos
das silvestres (Tabela 4.1). As diferencas verificadas entre as épocas de colheita,
quando anahsadas sobre o horario, como demonstrado na figura 4.1, ndo foram
verificadas em todos horarios. Estas diferencas ocorreram em plantas cultivadas
apenas nos horérios de 6 horas. Nas silvestres, além do horario das 6 horas,
ocorreu diferenga também as 18 horas.
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b)

c)

4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:
O horario de colheita nio influenciou o teor de fendis totais;
Plantas cultivadas nio diferiram das silvestres quanto ao teor de fendis
totais;
Maiores teores de fendis totais ocorrcram no periodo de seca e menores

temperaturas, em repouso vegetativo ¢ no florescimento das plantas.
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CAPITULO V

'VARIACAO DIURNA E SAZONAL NO TEOR E COMPOSICAO
QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL EM POPULACOES SILVESTRE E
CULTIVADA DE CARQUEJA |Baccharis trimera (LESS) D.C.]
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RESUMO

SILVA, Fabiano Guimarics. Variagiio diurna e sazonal no teor e composiciio
quimica do éleo essencial em populagdes silvestre e cultivada de carqueja
(Baccharis trimera (Less) D.C.]. 2005. Cap. 5, p.96-133. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitotecnial) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da variagio circadiana e sazonal
no teor e composigio quimica do éleo essencial de carqueja, em populagGes
silvestre ¢ cultivada. Realizaram-se coletas mensais durante 12 meses e trés
horarios (6:00, 12:00 e 18:00 horas). O experimento foi constituido de um
fatorial 2x3x12, sendo 2 populages, 3_horarios de colheita. ¢ 12 épocas. O
delineamento experimental foi em blocos ao acaso (DBC), com 3 repetig3es,
perfazendo 216 unidades experimentais. O material vegetal coletado foi
constituido de toda a parte aérea da planta. Esta foi cothida, desidratada e, no
momento da extragio, triturada. Para extragio e determinagio da porcentagem
de 6leo essencial, empregou-se a técnica de hidrodestilagio. O material foi
submetido a analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM). O periodo de maior teor de dleo essencial coincidiu com a
época de maior crescimento vegetativo, que ocorreu entre 0s meses de novembro
e fevereiro. Durante o periodo reprodutivo e trés meses apds, as plantas
apresentaram o menor teor de oleo. Quanto ao hordrio de colheita e as
populagdes, estes ndio influenciaram o teor de oleo essencial. Quanto a
composi¢io do dleo essencial da carqueja, foi constatado que o mesmo é
constituido por sesquiterpenos. As porcentagens de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos entre os diferentes horarios de colheita nio diferiram entre si.
Verificaram-se também, independentemente do horario de colheita, em plantas
cultivadas em diferentes épocas do ano, valores inferiores de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos em comparagio com plantas silvestres. Ao longo do ano,
maiores teores de sesquiterpenos oxigenados foram constatados entre os meses
de margo a agosto, dependendo da populaciio ¢ horario de coleta. As diferengas
entre populagdes foram minimas e ocorreram em pontos isolados na populagao
silvestre.

! Comité Orientador: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador), Dr.
Pedro Henrique Fermi - UFG, Dr". Ana Helena Janudrio - UNAERP.
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ABSTRACT

 SILVA, Fabiano Guimaries. Diurnal and seasonal variation in the content
and chemical composmon of the essential oil in wild and cultivated
populations of carqueja [Baccharis trimera (Less) D.C.). 2005. Cap. V, p.96-
133. Thesis (Doctorate in Agronomy/Crop Science) - Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.!

The scope of this work was to evaluate the influence of the circadian and
seasonal variation in the content and chemical composition of carqueja essential
oil, in wild and cultivated populations. Monthly collections were performed
during 12 months and three schedules (06:00, 12:00 and 18:00). The experiment
was made up of 2x3x12 factorial, being 2 populations, 3 collection schedule and
12 times during the year. The experimental design was randomized blocks, with |
three replications, amounting to 216 experimental units. The collected plant
material consisted of plants shoot. This was collected, dchydrated and at the
moment of extraction, ground. For the extraction and determination of the
percentage of essential oil, the hydrodistillation technique was employed. The
material was submitted to gas chromatography analysis coupled with. mass
spectrometry (GC/MS). The highest period content for essential oil coincided
with the time of the greatest vegetative growth, which occurred between the
months of November and February. During the reproductive period and three
months later, the plants presented the lowest oil content. About the collection
schedule and the populations, these did not influence the essential oil content.
But for the composition of the carqueja essential oil, it was noticed that it is
made up of sesquiterpenes. The percentages of sesquiterpene hydrocarbons
among the different collection schedule did not differ from one another. Inferior
values of sesquiterpene hydrocarbons as compared with wild plants were also
verified, regardless of harvest schedule, in cultivated plants at different month of
the year. Over the year, higher contents of oxygenated sesquiterpenes were
found among the months of March to August, depending on the population and
collection schedule. The differences among populations were minimal and
occurred on isolated spots in the wild population. Some modifications in the
individual components were demonstrated among the evaluated factors.

! Guidance Committee: PhD. José Eduvardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Adviser), Dr.
Pedro Henrique Ferri - UFG, Dr*. Ana Helena Januario - UNAERP.
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1 INTRODUCAO

As variagBes sazonais tém demonstrado influenciar o teor dos Oleos
essenciais. Neste sentido, o oleo de Salvia libanotica Boiss. & Gaill.
(Lamiaceae) extraido durante as quatro estagoes do ano variou dependendo da
estagio (Farhat et al, 2001); Santolina rosmarinifolia L. (Asteracecae)
apresentou acréscimo no teor de 6leo nos meses de marco, abril, maio ¢ junho. O
teor de 6leo mostrou corrclagio positiva com precipitagio e negativa com

temperatura (Pala-Pail et al., 2001).

Em Aniba rosaeodora Ducke (Lauraceae), os teores do 6leo essencial
variaram ao longo de um ano, apresentando-se mais elevados no més de margo ¢
menos em setembro e outubro (Couto et al, 2003); Piper aduncum L.
(Piperaceac) apresentou maior teor de 6leo essencial nos meses mais quentes ¢
chuvosos (Ming et al., 2002); Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf. (Poaccae)
demonstrou teor bastante elevado de 6leo essencial em outubro, decrescendo em

fevereiro e reduzindo ainda mais em junho (Leal, et al., 2001).

Em Cistus monspeliensis L. (Cistaceae) o 6leo essencial foi mais elevado
em maio ¢ menos em fevereiro (Angelopoulou et al, 2002); Artemisia
verlotiorum Lamotte (Asteraceae), cultivado na Italia, apresentou teor de dleo
essencial mais elevado no més de abril € 0 minimo em janeiro (Cherioconi et al.,
2004); ¢ em Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), o teor de 6leo variou entre 0,75%,
nos meses de junho ¢ julho, ¢ 0,08% no més de dezembro (Hudaib et al., 2002).

Por outro lado, algumas espécies parecem ndo ser influenciadas pelas
mudangas sazonais. Em Micromeria fruticosa L. (Lamiaceac), o teor de dleo foi
praticamente constante nos ramos entre as estagdes (Putievsky et al., 1995); em
Virola surinamensis (Roland) Warburg, o teor de 6leo essencial das folhas foi

aproximadamente constante nas diferentes estagdes (Lopes et al., 1997); e em
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Juniperus oxycedrus L. (Cupressaccac), o tecor de oOleo nao apresentou

modificagtes (Salido et al., 2002).

Mudangas sazonais também tém influenciado a quantidade de terpenos
emitidos pelos vegetais para a atmosfera. As espécies arboreas de Cryptomeria
japonica (L. F.) D. Don, Chamaecyparis obtusa Siebold & Zucc.
(Cupressaceac), Abies sachalinensis Mast. (Pinaceac), Thuja occidentalis L.
(Cupressaceae), T. sempervirens L. (Cupressaceae), Cupressus sempervirens L.
(Cupressaceac) ¢ Cinnamomum japonicum Sicbold (Lauraceac) foram estudadas
¢ verificou-se que o teor de 6leo na folha e a quantidade de emissdo de terpenos
foram elevados no verdo ¢ baixos no inverno. Os teores de 6leo essencial de 4.
sachalinensis, T. occidentalis ¢ T. sempervirens mostraram pequena variagdo
durante o ano, enquanto as demais espécies mostraram grandes diferencas entre
a estacdo de verdo e inverno. Foi sugerido que a emissdo de terpeno variou com
a produgdo de 6leo, ou seja, essa emissdo depende do dleo produzido, além da
influéncia dos fatores ambientais temperatura ¢ luz. A quantidade de emissdo de
terpeno de C. obtusa foi elevada a 30 °C, comparados a 15 °C (Yatagai et al.,
1995); Pinus pinea L. (Pinaceac) e Quercus ilex L. (Fagaceae) também
revelaram variagdes sazonais na emissio de monoterpenos (Sabillon e
Cremades, 2001). A concentragio de emissdo de monoterpenos em floresta do
norte da Finlandia variou de 97 no inverno para 250 ppt no verdo (Hakola et al.,
2003).

Assim como o teor dos oleos essenciais, a composigdo também tem
demonstrado variar conforme a estagio. Em V. surinamensis houve variagdo na
composigio relativa das classes de compostos (Lopes et al., 1997); S. libanotica,
acompanhada durante as quatro estagdes do ano, revelou grandes modificagdes
composicionais no oleo essencial (Farhat et al., 2001); S. rosmarinifolia,
monoterpenos como PB-felandreno, limoneno ¢ 1,8-cineol mostraram correlagdo

negativa com temperatura, enquanto capileno apresentou uma forte correlagdo
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positiva com a preciptagio. Os demais componentes do oleo essencial nio
apresentaram modificagdes (Pala-Paul, 2001).

A. rosaeodora apresentou variagio ao longo do ano no composto linalool
(Couto et al., 2003); em C. monspeliensis durante novembro e fevereiro,
monoterpenos foram ausentes, porém seu nivel aumentou em maio e agosto.
Sesquiterpenos alcangaram teores mais elevados nos meses de agosto e
novembro (Angelopoulou et al., 2002). Os componentes do odleo essencial
também apresentaram modificagdes ao longo do amo em A. verlotiorum
(Cherioconi et al., 2004).

Avaliagdo da composigdo do 6leo essencial em J. oxycedrus demonstrou
que 0 aumento no componente majoritario a-pineno ocorreu do inverno para o
verdio € decr&ceu no outono (Salido et al., 2002). Em A. canalilla, os compostos
metileugenol e 1-nitro-2-feniletano foram dependentes da estagao. No periodo
chuvoso, este alcangou valores proximos a 95%, enquanto metileugenol
permaneccu abaixo de 18%. Em contraste, no periodo seco, 1-nitro-2-feniletano
reduziu para 39%, enquanto metilengenol alcangou 45% (T: aveira et al., 2002).
Os o6leos essenciais de Commiphora quadricincta Schweinf. (Burseraceae),
coletados antes do invemo chuvoso e apés o inverno, diferiram
consideravelmente, Em outubro, este 6leo essencial apresentou 22 compostos
contra 12 no més de margo (Assad et al., 1997).

Thymus mastichina (L.) (Lamiaceae) cultivados em Portugual apresentou
maior teor de (E)-B-ocimeno em maio (2,3%) ¢ menor em outubro (0,6%)
(Miguel et al., 2004); em T. vulgaris crescidos na Itdlia, os hidrocarbonetos
sesquiterpénicos foram maiores em dezembro do que em julho e os
sesquiterpenos oxigenados ndo variaram nas duas épocas (Hudaib et al., 2002).

Em Lippia Alba cultivada no Rio Grande do Sul, no verdo, o Oleo
essencial foi rico em linalool (72,7 - 79,2%), se¢ comparado com 0 periodo de
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inverno (50%) (Atti-Serafini et al., 2002). Ainda em L. Alba, a composigio
quimica do éleo essencial foi alterada em fung3o das épocas de colheita. O
sesquiterpeno majoritirio do 6leo essencial desta espécic (t-cariofileno) foi de
13,04% no verdo para 8,16% no outono. O sesquiterpeno germacreno D
apresentou maior teor no outono (5,56%) € menor no verdo (1,89%) (Castro et
al,, 2002).

Estudos de emissio de terpenos com P. pinea ¢ Q. ilex, revelaram
vanagﬁes sazonais. Alguns compostos como trans-ocimeno e 1,3-cineol foram
encontrados somente no verdo. Nestas mesmas espécies, a emissdo relativa

mudou fortemente durante o dia O lmalool aumentou consideravelmente no
final do dia, 20 contrario de trans-ocimeno ¢ do 1,8 ceneol, que aumentaram
duranteodia,nascondicﬁsmaisquentweensolamdas,edecrmmm com oS
valores de temperatura e radiagdo fotossmtetlcamcntc ativa diurna (Sabillén ¢
Cremades, 2001).

. Da mesma maneira que as variagdes sazonais, mudancas- chmaucas a0
longo de um dia tém causado modlﬁcagﬁes tanto no teor quanto na composi¢do
dos oleos essenciais. Em L. alba, os maiores teores de oleo essencial foram
obtidos nos horarios de colheita de 8, 12, 14 e 18 horas, superiores a 10e 16
horas (Ehlert et al, 2003), ¢ em C.. citratus foram observados teores
diferenciados de acordo com horario de colheita, mas este horirio foi
dependente do ambiente, ou seja, plantas crescidas em laboratério, com
condi¢Ses de temperatura ¢ umidade felativa do ar constantes, ¢ no campo,
colhidas no més de margo, niio apresentaram efeito, o que nio foi cbservado em
plantas colhidas em campo no més de junho. Neste ultimo més, houve um
aumento significativo no teor do 6leo essencial as 16 ¢ 20 horas. Estes
resultados levam a crer que, em alguns casos, as alteragdes climaticas didrias sdo
suficientes para alterar o metabolismo dos terpenos (Leal, et al, 2001).
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Para algumas espécies, o horario de maior teor muda de acordo com a
época do ano, como ocorrido em C. monspeliensis, para a qual nos meses de
maio, agosto e fevereiro, o teor foi maior as 18 horas. Ja no més de novembro, 0
teor foi maior as 12 horas (Angelopoulou et al., 2002).

Em outras espécies, o teor de 6leo essencial parece nio sofrer alteragdo
no periedo de um dia. Em Aloysia triphylla Royle (Verbenaceae), a colheita das
folhas as 8, 12 e 18 horas nio influenciou o teor de dleo essencial (Silva et al.,
2004); em Hyptis suaveolens Poit. (Lamiaceae) nio foram constatadas alteragses
no teor do 6leo essencial de acordo com os diferentes horarios de colheita, sendo
iguais nos horérios de 8, 12 e 16 horas (Costa et al., 2003); para V. surinamensis,
o teor de éleo essencial das folhas foi aproximadamente constante ao longo do
dia (Lopes et al., 1997).

Quanto i influéncia da variagio diuma na composicdo dos oleos
essenciais, a literatura registra varios ocorréncias. O 6leo essencial extraido de
folhas de V. surinamensis apresentou variagio circadiana no conteido de
clemicina ¢ monoterpenos durante a estagdo chuvosa (Lopes et al., 1997). Ao
longo do dia, L. alba apresentou variagdes nos constituintes majoritéirios do dleo
essencial, carvona e limoneno, que atingiram o maior teor as 10 e 16 horas
respectivamente, decrescendo ao longo dos horérios seguintes ¢ voltando a subir
as 18 horas. Porém, a mixima producio para ambas as substéncias foi atingida
as 16 horas (Ehlert et al., 2003).

Em C. monspeliensis verificou-se que o teor de monoterpenos em maio e
agosto foi mais elevado as 18 e 12 horas. Os sesquiterpenos alcangaram seus
mais elevados valores as 18 horas em agosto € as 12 em novembro
(Angelopoulou et al., 2002); em Ocimum gratissimum Eorssk. (Lamiaceae),
consideravel variagio foi observada na composigio do dleo essencial ao longo

do dia, quando o composto majoritario eugenol variou de 98%, as 12 horas, para
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11%, as 05 horas. J4 para o 1,8 cineol, verificou-sc uma variacdo proxima de
zero nas plantas colhidas as 12 hs para 75,5% nas plantas colhidas as 17 hs. Esta
diferenga foi atribuida a inﬂuém‘:i‘a‘ da radiagio solar na produgdo deste
composto ¢ pode ser um parimetro para indicar a hora 6tima para a colheita da
planta (Silva et al., 1999).

Os fatores ambientais poderdio também influenciar indiretamente o teor €
'a composigio dos metabélitos especiais através da influéncia direta no estadio
de desenvolvimento dos vegetais. Segundo Percira et al. (2000), o estadio
ﬁsiolééico da planta ¢ um fator de grande importincia, como demonstrado em
Mikania glomerata. Em P aduncum, maiores teores do 6leo essencial ocorreram
na presenga de inflorescéncias, portanto na fase reprodutiva (Ming et al., 2002);
em S. libanotica ocorreram modiﬁeat;ﬁes entre o estagio de crescimento
vegetanvo ¢ o reprodutivo (pos-florescimento) (Farhat et al., 2001).

Para M. fruticosa, o mais baixo teor de 6leo essencial na folha ocorreu
no florescimento, sendo que este fator influenciou também a composi¢do do oleo
essencial (Putievsky et al.; 1995); em A. verlotiorum, a composicio do éleo
essencial foi influenciada pela época de florescimento, quando alguns compostos
aumentaram e outros reduziram (Cherioconi et al., 2004); Em J. oxycedrus, 0s
frutos maduros apresentaram maior teor de dleos essénciais que frutos vérdw,
assim como as suas composi¢des diferiam (Salido et al, 2002). Em T.
mastichina, o mais clevado teor de oleo essencial foi isolado mo pleno
florescimento (2,1%), com o com a fase vegetativa (0,7%) (Miguel et al.,
2004).

O estresse hidrico tem demonstrado exercer grande influéncia ndo
apenas no acumulo de fitomassa como também, conseqilentemente, no

rendimento ¢ composigio dos metabélitos especiais. Plantas de Mentha x
piperita L. (Lamiaceae) crescidas em solugio hidropdnica tiveram o teor e
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composigdo do éleo essencial afetados pela duragdo e o nivel do estresse hidrico.
Constatou-se que as folhas produzidas por plantas crescidas em elevados niveis
de estresse osmético podem ter levado a uma alta intensidade de glandulas
oleiferas como resultado da redugio em area foliar, o que pode ter contribuido
para elevar o teor de dleo essencial por unidade de fotha seca. Os principais
constituintes do 6leo essencial, mentona ¢ mentol, compondo cerca de 80% do
total de monoterpenos, tiveram sua proporgio inalterada pelos tratamentos
(Charles et al., 1990).

Plantas cultivadas e silvestres de T. mastichina foram comparadas
quanto ao teor e composicdo do Sleo essencial. Este, em de plantas cultivadas
foram encontrados elevados teores de hidrocarbonetos sesquiterpénicos em
comparagio com plantas silvestres. Os sesquiterpenos oxigenados também
apresentaram comportamento similar, ou seja, plantas cultivadas apresentaram
teores bem mais elevados, como os compostos clemol (0,9 ¢ 6,6%,
respectivamente para plantas silvestres e cultivadas), T-cadinol (epi-a-cadino})
(1,2 e 4,6%, respectivamente para plantas silvestres e cultivadas) (Miguel et al.,
2004). A avaliagio da composi¢o do dleo essencial de plantas cultivadas ¢
silvestres de Atractylodes lancea DC. (Asteraceac) revelou variagdes
significativas no conteido dos componentes apds o cultivo. Como exemplo
disto, o sesquiterpeno atractilona tendeu a aumentar, enquanto os sesquiterpenos
hinesol e B-eudesmol decresceram significativamente com o cultivo (Takeda et
al., 1996).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da variagdo
circadiana e sazonal no teor e composigiio quimica do éleo essencial de carqueja
[(Baccharis trimera (Less) D.C.] (Compositae) em populagSes silvestre e

cultivada, estabelecendo um padriio do teor € composigio de acordo com os
fatores estudados.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Condigdes gerais

' Q presente trabalho foi conduzido entre margo de 2003 ¢ fevereiro de
2004, no municipio de Lavras, MG (21°13°40” S e 44°57°50” W GRW).

| O estudo foi conduzido em duas areas, scndo as plantas cultivadas

locahmdas no campus da Universidade Federal de Lavras/Setor de Plantas

Medicinais, € plantas silvstn;s estavam localizadas a 20 km das cultivadas,

como descrito no capitulo 3, onde também estd descrita a caracteriza¢do

ambiental e condigdes meteorologicas durante o experimento.
Foram realizadas colheitas mensais durante um ano, nos horarios de 6,
12¢ 18 horas. O material vegetal coletado foi constituido de toda a parte aérea

das plantas, incluindo inflorescéncias, quando existiam.

2.2 Teor e composi¢iio do 6leo essencial

O oleo essencial foi obtido pela técnica de hidrodestilagdo. As partes
aéreas foram colhidas, desidratadas em estufa com circulagdo forcada a
temperatura maxima de 35 °C até massa constante ¢, no momento da extragdo,
trituradas em moinho. Foram utilizadas amostras de 50 g de fitomassa seca em
500 mL de agua destilada. O hidrolato coletado foi lavado com diclorometano,
na proporgdo de % do total obtido, dividido em trés vezes. Como dessecante, foi
adicionado sulfato de magnésio anidro durante 24 horas, sendo em seguida
filtrado ¢ levado ao evaporador rotatorio. Apos evaporagio do solvente a
temperatura de 35 °C, o material foi transferido para um frasco de vidro, que foi
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deixado em capela em temperatura ambiente para completa evaporagdo do
diclorometano, até peso constante.

As analises quimicas foram realizadas em um aparelho de cromatografia
gasosa acoplada a um espectrometro quadrupolar de massas (CG-EM),
Shimadzu QP5050A (Kyoto, Japdio), nas seguintes condigdes operacionais:
coluna capilar de silica fundida, medelo CBP-5 (30 m de comprimento x 0,25
mm de didmetro intemo x 0,25 pm de espessura do filme em 5% de
fenilmetilpolisiloxano) (Shimadzu, Japio), com fluxo de 1 ml.min™ de Hélio
como gés de arraste; aquecimento com temperatura programada (60°C com um
gradiente de 3°C.min™" até 240°C ¢, em seguida, com um gradiente de 10°C.min”
! até 270°C, mantendo-se uma isoterma de 7 min, com um tempo total de corrida
de 70 min). A energia de ionizagdo do detector foide 70e V, sendo o volume de
injecio da amostra de 0,5 ! diluidas em diclorometano (grau ultra-residuo,
Baker, EUA) ¢ uma razio de injegio de 1:20. As temperaturas do injetor ¢ do
detetor foram mantidas em 220 °C ¢ 240 °C, respectivamente. A anlise foi
conduzida no modo varredura, a uma velocidade de 1,0 varredura.s!, com um
intervalo de massas de 40-400 m/z. A anilise quantitativa foi obtida pela
integragio do cromatograma total de ions (TIC). A identificagiio dos
constituintes foi realizada por comparagio, automatica ¢ manual, dos espectros
de massas com os das bibliotecas NIST/EPA/NHI (1998), por comparagdo dos
espectros de massas e Indices de Retengdo (IR) com os da literatura (Adams,
1995; 2001) e co-inje¢io com padrdes auténticos. Os indices de Retengdio foram
calculados através da co-injegio com uma mistura de hidrocarbonetos, Cs-Cs;
(Sigma, EUA), e com aplicagiio da equagdio de Dool e Kratz (Dool & Kratz, .
1963):

IR = 100N [(t; — to1) / (ta ~ ta1)] + 100C;., ; onde,
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C, = n® de carbonos do n-alcano que elui apos a substincia analisada,

- Cy =0 de carbonos do n-alcano que elui antes da substincia analisada, |

t, = tempo de retengiio da substancia analisada,

1, = tempo de reteng3o do n-alcano que elui apos a substincia analisada,

tha = tenipo de retengiio do n-alcano que elui antes da substincia analisada, €
N=C,-Cn

2.3 Anélise estatisticg

O experimento foi constitiido de um fatorial 2x3x12, sendo 2
populagdes, 3 horarios de colheita e 12 épocas. O delincamento experimental foi
em .blocos a0 acaso (DBC) com 3 repetigdes, perfazendo 216 unidades
experimentais. o
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor de dleo essencial

Entre as populagdes nio ocorreram diferengas no teor de 6leo essencial.
Quanto s épocas do ano, foram verificados maiores tcores nos meses de janeiro
¢ fevereiro, a partir dos quais ocorreram decréscimos continuos até o més de
outubro, quando se iniciou o acréscimo (Figura 5.1). O periodo de maior teor de
dleo essencial coincidin com a época de maior crescimento vegetativo, parece
ser um reflexo de fatores ambientais (Figura 3.1a, b e ¢, capitulo 3),
principalmente a umidade do solo. Atti-Serafini et al., (2002) trabathando com
L. Alba, cultivada no Rio Grande do Sul, também verificaram maior teor de dleo
essencial nos meses mais quentes (dezembro a margo), comparados aos meses
mais frios (junho a agosto).
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Teor de bleo essencial (%)

FIGURA 5.1. Teor médio de 6leo essencial em plantas de carqueja [Baccharis
trimera (Less) D.C.], cultwadas e silvestres, colhidas em
diferentes épocas do ano. “Médias segmdas pela mesma letra em
cada populagiio nio diferem entre si pelo teste de Scott Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. Médias sobre horério de colheita.
UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Apés o periodo de floragio, que ocorreu entré os meses de marco ¢
julho, as plantas permaneceram em repouso vegetativo, situagio que s6 foi
. modificada com o inicio da estagdo chuvosa no més de outubro, causando uma
elevagiio no teor de oleo essencial a partir do més de novembro. O tempo
necessario para a B. trimera ativar o metabolismo e produzir o dleo essencial
apos a retomada do periodo chuvoso e do intenso crescimento vegetativo foi
curto, um més, quando’ comparado com a S. rosmarinifolia (Pala-Pail et al.,
2001). Maiores teores de dleo essencial em P. aduncum, também ocorreram na
épo&a mais quente e chuvosa; porém, nesta espécie, coincidiu com a fase de
florescimento (Ming et al., 2002). Também em C. monspeliensis, cultivados na
Grécia, o maior teor de dleo essencial ocorreu entre os meses de maio e agosto,
durante o florescimento (0,46%), comparados ao estigio pés-florescimento
(novembro a fevereiro - 0,05%) (Angelopoulou et al., 2002).

Ja outras espécies tém apresentado maiores teores de 6leo essencial na
época mais seca do ano, como ocorrido para S. libanotica (Farhat et al., 2001).
Como descrito por Dudai et al. (1986), para S. officinalis, no periodo do
florescimento nio ocorreram novas regeneragdes, como brotagdes. No verdo
ocorre um grande nimero de folhas jovens, com elevado teor de dleo essencial.
Também neste sentido, Dudai et al. (2001) demonstraram, em seu trabalho com
M. fruticosa, o efeito indireto das mudan@s'sazonais no teor de 6leo essencial, o
que influenciou diretamente o metabolismo dos monoterpenos, 0 qual foi mais
intenso em folhas jovens do que em folhas mais proximas da senesescéncia.

Quanto ao horario de colheita, este nio influenciou o teor de 6leo
essencial, independentemente da época de colheita (Figura 5.2a e b; tabela 5.1).
As mudangas climaticas ao longo do dia variam com a estag3o do ano e com a
localidade. Além destes dois fatores, o tipo de tecido ¢ 6rgio vegetal que esta
sendo avaliado também pode influenciar a sintese ¢ acimulo dos dleos

essenciais. Como exemplos, o teor de 6leo essencial em C. citratus, cultivados
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na regisio de Campos dos Goytacazes - RJ, nio apresentou variagdo ao longo do
dia em plantas cultivadas em ambiente controlado € a de campo nos meses de
fevereiro e margo. Por outro lado, para plantas cultivadas no campo e colhidas
no més de julho houve diferenga. Estes resultados evidenciam e inexisténcia de
mecanismos endogenos que determinam mudancas no teor de dleo essencial ao
longo do ciclo de 24 horas (Leal, et al., 2001).
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FIGURA 5.2. Teor médio (%) de dleo essencial em populagGes silvestre (a) ¢
cultivada (b) de carqueja [Baccharis trimera (Less) D.C.]
colhidas em diferentes épocas e horarios. UFLA, Lavras, MG,
2005.
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TABELA 5.1. Teor de 6leo essencial (%) de plantas de carqueja [B. trimera
(Less) D.C.] cultivadas e silvestres, colhidas em diferentes
horérios e épocas. UFLA, Lavras, MG, 2005. '

Plantas
Epoca do Cultivadas , Silvestres
ano . . Hordrio de colheita
06:00 . 12:00 18:00 06:00 12:00 18:00

Janeiro 0,21 Ba(a)® 0,29 Aa(a) 0,25Ba(a) 0,25 Aa(b) 0,28 Ba(a) 0,30 Aa(a)
Fevereit.o‘ 0,25 Ab(a) 0,28 Aa(a) 0,29 Aa@) 0,35 Aa(a) 0,31 Aa(a) 0,31 Aa(a)
Margo 0,21 Bb(a) 0,18 Ba(b) 0,26 Aa(a) 0,29 Aa(a) 0,23 Ba(b) 0,17 Cb(c)
Abril 0,23 Aa(a) ‘0,24 Aa(a) 0,22 Aa(b) 0,23 Aa(b) 0,22 Aa(b) 0,23 Aa(b)
Mmo 0,18 Aa(a) 0,19 Aa(b) 0,20 Aa(b)' 0,16 Aa(c) 0,18 Aa(c) 0,17 Aa(c)
Junho 0,18 Aa(a) 0,19 Aa(b) 0,15 Aa(c) 0,16 Aa(c) 0,17 Aa(c) 0,17 Aa(c)
Jutho 0,14 Aa(b) 0,13 Aa(c) 0,13 Aa(c) 0,16 Aa(c) O, 18 Aa(c) 0,17 Aa(c)
Agosto 0,12 Aa(b) 0,12 Aa(c) 0,12 Aa(c) 0,14 Aa(c) 0,15 Aa(c) 0,14 Aa(c)
Setembro 0,12 Aa() 0,11 Aa(c) 0,14 Aa(c) 0,12 Aa(c) 0,12 Aa(c) 0,14 Aa(c)
Outubro 0,11 Aa(b) 0,11 Aa(c) 0,1} Aa(c) 0,12 Aa(c) 0,12 Aa(c) 0,12 Aa(c)
Novembro 0,19 Aa(a) 0,11 Bb(c) 0,19 Aa() 0,16 Aa(c) 0,17 Aa(c) 0,20 Aa(c)
Dezembro 0,16 Aa(b) 0,13’ Ab(c) 0,16 Ab(c) 0,21 Aa(c) 0,20 Aa(c) 0,24 Aa(b)

zMédiasscguidaspdammldmmaifsaﬂamﬂehmﬂtiodccolhdh,mimﬁsmﬂam
populagaeseenn'eparém&smtmépocadoanoniodifmennesipelomtedeSkottKnott
. go nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 5.1 ¢ tabela 5.1,
plantas colhidas nos quatro primeiros meses do ano, com poucas excegdes,
apresentaram teores mais elevados de leo essencial, com uma tendéncia de
superioridade no més de fevereiro, independenterﬁente da populagio e do
horério de colheita, exceto plantas cultivadas e cothidas as 06 horas.

Quanto & composigdo do dleo essencial da carqueja, foi constatado que o
mesmo é constituido por sesquiterpenos. As porcentagens de hidrocarbonetos
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sesquiterpénicos entre os diferentes horarios de colheita nio diferiram entre si
(Tabela 5.2). Verificou-se ainda, em diferentes épocas do ano, uma tendéncia de
valores inferiores de hidrocarbonetos sesquiterpénicos em plantas cultivadas,
comparadas a plantas silvestres. Resultados opostos foram verificados para T.
mastichina, para a qual plantas cultivadas apresentaram elevados teores de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, comparadas a plantas silvestres. Por outro
lado, para os sesquiterpenos oxigenados, os resultados foram semelhantes;
ambas as espécics apresentaram aumento desta classe em plantas silvestres
comparadas a cultivadas (Miguel et al., 2004).

TABELA 5.2. Porcentagem de hidrocarbonetos sesquiterpénicos no dleo
essencial em plantas de carqueja [B. trimera (Less) D.C.]
cultivadas ¢ silvestres, colhidas em diferentes horarios ¢
épocas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Plantas
Epoca do Cultivadas Silvestres
auo Horario de cotheita
06:00 12:00 18:00 06:00 12:00 18:00

Janeiro 79,86 Aa(ay’ 81,68 Aa(a) 80,94 Az(a) 85,43 Aa(a) 81,16 Aa(a) 85,91 Az(a)
Fevereiro 78,34 Ab(a) 79,40 Aa(a) 80,58 An(a) 86,36 Aa(a) 89,70 Aa(a) 86,50 Aa(a)
Margo 52,19 Aa(b) 57,56 Aa(b) 59,12 Aa(b) 57,98 Aa(b) 57,22 Aa(b) 57,74 Aa(b)
Abil 66,57 Aa(b) 67,65 As(a) 70,23 Aa(b) 74,55 Aa(a) 66,77 Aa(b) 66,47 Aa(b)
Maio 59,91 Aa(b) 47,67 Ab(b) 59,45 Aa(b) 63,14 Aa(b) 65,14 Ab(b) 69,07 Aa(b)
Junho 6629 Aa(b) 65,00 As(a) 6504 Aa(b) 69,04 Aa(b) 72,27 Aa(b) 75,88 Aa(a)
Julho 68,96 Ab(b) 66,37 An{a) 68,06 Ab(b) 83,73 Aa(a) 74,88 Aa(a) 83,88 Aa(a)
Agosto 62,45 Ab(b) 73,91 Aa(a) 66,68 Ab(b) 80,51 As(a) 78,31 Aa(a) 81,89 Aa(a)
Setembro 72,27 Aa(a) 71,29 Aa(a) 71,10 Ab(b) 7584 Aa(a) 83,07 Aa(a) 87,05 Aa(a)
Outubro 7323 Aa(s) 74,79 As(a) 68,39 Ab(b) 84,78 Aa(a) 77,92 Aa(a) 84,96 As(a)
Novembro 81,46 Aa(a) 72,04 Ab(a) 77,90 Aa(a) 82,19 Aa(a) 86,55 Aa(a) 80,56 As(a)
Dezembro  73,36Aa(a) 69,90 Ab(a) 7543 Aa(a) 81,50 Aa(a) 87,26 Aa(a) 81,71 Aa(a)

Z Médias seguidas pela mesma letra maiiscula entre horério de colheita, miniscula entre
populagdes e entre paréntesis entre época do ano nfio diferem entre si pelo teste de Skott Knott
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Nota-s¢ uma té:déncia de maiores teores de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos na fase vegetativa, que coincidiu com o periodo mais quente do
ano. Em 7. vulgaris, o teor de hidfdwrbonetos sesquiterpénicos foi maior na
época mais fria do ano (Hudaib et al., 2002).

Ao longo do ano, maiores teores de sesquiterpenos oxigenados foram
constatados entre os'meses de margo e agosto, dependendo da populagdo e do
horério de coleta (Tabela 5.3). Grande parte dos sesquitcrpenos oxigenados
aumentaram seus teores no estigio de florescimento (nas populagdes cultivadas,
com prédominio maior de maio a agosto, € nas silvestres, de margo a junho). O
horario de colheita ndo exerceu influéncia na porcentagem de sesquiterpenos
ongenados exceto em plantas silvestres colhidas no més de abril, s 6 € 12
horas, que proporclonatam teores mfcnom aos obtidos as 18 hs. As diferengas
entre populagdes foram minimas ¢ ocorreram em pontos isolados na populagdo
silvestre. | '

. Foi constatado predominio de hidrocarbonetos sesquiterpénicos no dleo
essencial, com média de 74;17%; dentre eles o germacreno D (20,46%) (Figura
5.3); biciclogermacreno (18,47%) e (E)-cariofileno (16,35%), como
constituintes majoritarios, além de (20,46%); 8-cadineno (5,74%); y-muuroleno
(3,15%); o-guaieno (2,54%); a-humuleno (1,64%); a-~copaeno (1,39%); guaieno
(1,04%), o-muuruleno (1,00%); a-bulneceno (0,89%); p-selineno (0,76%); B-
elemeno (0,51%); y-cadineno (0,48%); y-gurjuneno (0,40%); c-gurjuncno
(0,38%); germacreno B (0,35%); B—cubebéno (0,06%) e a-calacoreno (0,007%),
como constituintes minoritirios.
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TABELA 5.3. Porcentagem de sesquiterpenos oxigenados no 6leo essencial em
plantas de carqueja [B. frimera (Less) D.C. cultivadas e
silvestres, colhidas em diferentes horarios e épocas. UFLA,

Lavras, MG, 2005.
Plantas
Epoca do Cultivadas Silvestres
ano Horario de colheita
06:00 12:00 18:00 06:00 12:00 18:00
Janeiro 10,44 Aa(b)* 17,83 Aa(b) 18,37 Aa(b) 14,11 Aa(b) 14,43 Aa(b) 12,72 Aa(c)
Feverciro 20,87 Aa(b) 20,22 Aa(b) 19,41 Aa(b) 12,29 Aa(b) 9,57 Aa(b) 12,38 As(c)
Margo 46,76 Aa(a) 39,75 Aa(a) 40,09 Aa(a) 40,42 Aa(a) 41,24 Aa(a) 38,52 Aa(b)
Abril 2883 Aa(b) 27,31 Aa(b) 25,93 Ab(b) 21,92Ba(b) 31,16 Ba(a) 49,55 As(a)
Maio 37,12 Aa(a) 49,34 Aa(a) 36,70 Aa(a) 34,50 Aa(a) 31,12 Ab(a) 30,47 Aa(b)
Junho 33,40 Aa(a) 34,69 Aa(a) 34,30 As(a) 27,29 Aa(a) 24,11 Aa(b) 23,43 Aa(c)
Julho 30,70 Aa(b) 29,51 Aa(a) 31,62 Aa(a) 15,34 Ab(b) 22,86 Aa(b) 1547 Ab(c)
Agosto 33,78 Az(a) 26,08 Aa(a) 33,32 Aa(a) 19,21 Ab(b) 21,54 Aa(b) 16,55 Ab(c)
Setembro 27,26 Aa(b) 28,15 Aa(b) 28,19 Aa(b) 23,39 Az(b) 15,42 Aa(b) 12,31 Ab(c)
Outubro 26,38 Aa(b) 24,79 Aa(b) 24,43 Aa(b) 14,28 Aa(b) 19,74 Aa(b) 14,58 Aa(c)
Novembro 24,01 Aa(b) 27,96 Aa(b) 21,93 As(b) 16,12 Aa(b) 13,29 Ab(b) 19,44 Aa(c)
Dezembro  26,58Aa(b) 29,43 Aa(b) 24,20 Aa(b) 17,55 Aa(b) 12,16 Ab(b) 17,98 Aa(c)

Z Médias seguidas pela letra maiitscula entre horério de colheita, mindscula entre
e entre paréntesis entre época do ano nio diferem entre si pelo teste de Skott Knott
ao nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURA 5.3. Componentes hidrocarbonetos sesquiterpénicos dos oleos
essenciais de carqueja [B. trimera (Less) D.C.), determinados
por CG/EM. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Os sesquiterpenos oxigenados apresentaram teores médios de 23,25% do
éleo essencial. O composto majoritéario foi o ledol (8,76%) (Figura 5.4), seguido
por globulol (5,43%), espatulenol (4,98%), guaiol (2,22%), viridiflorol (1,77%),
epi-a-cadinol (0,33%) ¢ eudesma-4(15),7-dien-1 -B-ol (0,25%). Os compostos
desta classe também niio apresentaram variagGes nos teores entre os horérios de
colheita (Tabela 5.4). Diferindo dos resultados encontrados para a carqueja, em
C. monspeliensis o teor de sesquiterpenos apresentou diferencas entre os
horarios de colheita dependendo da época do ano (Angelopoulou et al., 2002).

viridiflorol epi-a-cadinol eudesma-4(15),7-dien-1-B-0)

FIGURA 5.4. Componentes sesquiterpenos oxigenados dos 6leos essenciais de
carqueja [B. trimera (Less) D.C.], determinados por CG/EM.
UFLA, Lavras, MG, 2005.
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TABELA 5.4. Teores médios (%) dos sesquiterpenos oxigenados (SO) no 6Sleo
essencial em plantas de carqueja [B. trimera (Less) D.C]
cultivadas e silvestres, coletadas em diferentes horarios e épocas.

UFLA, Lavras, MG, 2005.
Plantas
Coﬁnposto (%) Cultivadas Silvestres
Horirio de coleta
06:00 - 12:00 18:00  06:00  12:00  18:00
Ledol . 10,53 Aa* 10,56 Aa 11,02Aa 6,37Ab 608Ab 503 Ab
Globulol 626Aa 596Aa 533Aa 4,79Ab 539Aa 487Aa
Espatulenol 549Aa 581Aa 496Aa 433Ab 446Ab 4.85Aa
Guaiol . 289Aa 262Aa 28lAa 187Ab 163Ab 147Ab
Viridiflorol 181Aa 191Aa 1,16Ab 1,78Aa 176Aa 221Aa
Epi-a-Cadinol 029Aa 028Aa 034Aa 020Aa 031Aa 058Aa
Eudesma-4(15)7-dien-1-f-0l 029Aa 0,35Aa 025Aa 021Aa O0,16Aa 022Aa
Total SO 27,56 Aa 27,49 As 2587 Aa 19,55 Ab 19,79 Ab 19,23 Ab

Z Médias seguidas pela mesma letra maitiscula entre harério de coleta e miniiscula entre
populagﬁ&sxﬁodifmumesipelomdeskouxnonaotﬂveldeS%depmbabilidade.

\

Nota-se que o horario de colheita niio exerceu influéncia em nenhum dos
hidrocarbonetos  sesquiterpénicos (Tabela 5.5). Dos trés principais
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, dois se apresentaram em menor concentragio
em plantas cultivadas: germacreno D e o (E)-cariofileno. Além destes, o-
humuleno foi inferior em plantas cultivadas independentemente do horério de
colheité; o-bulneceno e B-salineno, coletados &s 12 hs, também foram inferiores
em plantas cultivadas. Apenas os compostos y-gurjuneno € o-gurjuneno foram
inferiores na populagiio silvestre, o primeiro nos horérios de 12 e 18 hs ¢ o
segundo nos trés horarios de cotheita.
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TABELA 5.5, Teores médios (%) dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos (HS) no
éleo essencial em plantas de carqueja [B. trimera (Less) D.C\]
cultivadas e silvestres, colhidas em diferentes horarios e épocas.

UFLA, Lavras, MG, 2005.
Plantas
Cultivadas Silvestres
Composto (%)
Horario de colheita
06:00 12:00 18:00 06:00 12:00 18:00

Germacreno D 1927Ab* 1901 Ab  18,87Ab 2239Aa 219Aa 21,23 As
Biciclogermacreno  17,98Aa 17,56Aa 17,77Aa 1897Aa 1880Aa 19,75Aa
(E)Cariofileno 1501 Ab 1467Ab 1485Ab 17,80Az 17,72Aa 18,07 Aa
8-Cadineno 551Aa 569Aa 515Aa 624Aa 609Aa 574Aa
- Muuroleno 1,73Aa  166Aa 162Aa 180Aa 182Aa 1,65Aa
a- Guaieno 246Aa 257Aa 24 Aa  258Aa 252Aa  2,71Aa
a- Humuleno 1,52Ab  145Ab 146Ab 1, 78Aa 1,83Aa 1,81Aa
a- Copaeno 143Aa 146Aa 130Aa 1,32Aa 145Aa 1,37Aa
a- Muuruleno 100Aa 104An 091Aa 106Aa 106Aa 094Aa
Guaieno 145Aa  148Aa 1,32Ab  158Aa 0116Aa  022A
- Bulneceno 088Aa 077Ab 082Aa 092Aa 096Aa 098Aa
B- Selineno 084Aa 066Ab 076Aa 083Aa 085Aa 0,63Aa
B- Elemeno 046Aa 045Aa 054Aa 0,52Aa 049Aa 0,62Aa
y-Cadineno 036Aa 054Aa 044Aa 046Aa 0,51Aa 0,59Aa
¥- Gurjuneno 049Aa 082Aa 052Aa 0,18Aa 022Ab 0,I8Ab
a- Gurjuneno 056Aa 0,53Aa 062Aa 0,19Ab 0,18Ab 0,17Ab
Germacreno B 0,3Aa 065Aa 007Aa 029Aa 033Aa 060Aa
p- Cubebeno 003Aa 004Aa 007Aa 002Aa O1llAa 0,1Aa
a-Calacoreno 0,0008Aa 00008Aa O0Aa 002Aa  002Aa 0,0008 Aa
Total HS 7L11Ab T71,05Ab 6949Ab 7895Aa 7708Aa 7736Aa

Z Meédias seguidas pela mesma letra maidscula entre hordrio de colheita ¢ mintscula entre
populagSes nio diferem entre si pelo teste de Skott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Meédias sobre época do ano.
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Dentre os smquitérpenos oxigenados, o teor do componente majoritério,
ledol, foi inferior em plantas silvestres, independentemente do horario de
colheita. Globulol foi inferior em plantas silvestres coletadas as 6 horas.
Espatulenol foi inferior nestas plantas, colhidas as 6 e 12 horas, e 0 composto
Guaiol foi inferior em plantas silvestres, independentemente do horario de
colheita. Apenas os compostos viridiflorol e guaieno se apresentaram inferiores
" em plantas cultivadas, no hordrio de colheita de 18 horas.

Com relagiio as variagBes entre as populagdes, os componentes
hxdrocarbonetos swqmterpemcos germacreno-D, a-guaieno, y-gurjuneno, A-
muuruleno, B-selmeno, a-bulneceno, y-cadieno, 8-cadineno, a-copaeno, B-
clemeno, germacreno B e y-muuroleno praticamente no apresentaram
diferencas (Tabela 5.6). Os compostos P-cubebeno e a-calacoreno, mesmo se
apmentando em apenas alguns meses do amo, nio diferiram entre as
populagdes. Ja o a-humuleno, blclclogennacreno e o (E)-cariofileno apareceram
em algumas épocas do ano, com mienores teores em plantas cultivadas. O
cOmPpOSto a-=gurjuneno se mostrou inferior em plantas silvestres em oito meses

do ano.
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TABELA 5.6. Teores médios (%) dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos no éleo essencial de plantas de carqueja [B.
trimera (Less) D.C.] cultivadas e silvestres, colhidas cm diferentes épocas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Germacreno D (%)

Cultivada 24,66 Aa® 24,56 Aa  7,67Da 1237Ca 627Db 17,83Ba 22,43 Ab 19,98Bb 2501 Aa 2561 Aa 22,29Aa 19,93Ba
Silvestre 24,00Ba 26,55Aa 8,85Ca 11,84Ca 12,52Ca_19,79Ba 27,18 Aa 26,56 An 28,20 Aa 27,49Aa 26,44 Aa 22,91 Ba
Blidclogermacreno (%)

Cultivada 22,86 As 22,61 Aa 1427Ba 13,76Ba 11,81 Ba 19,87Aa 17,05 Bb 2401 Aa 1623Bb 15,13Bb 14,76Bb 20,91 Aa
Silvestre  1967Aa 21,94Aa 14,48Ba 14,77Ba 13,15Ba_ 16,93 Ba 23,30 Aa 23,22 Aa 2126Aa 21,90 Aa 20,12 Aa 19,31 Aa
(E)-cariofileno (%)

Cultivada 16,19Ab 16,76 Ab 16,07Aa 1596 An 16,59 Aa 13,60 Bb 1263Bb 12,18Bb 14,11 Ba 13,97Ba 1420Ba 15,86 Ab
Silvestre 21,03Aa 1991 Aa 1592Ba 1576Ba 18,94 Aa 19,23 Aa 16,86 Ba 16,72Ba 16,79Ba 16,18 Ba 16,66 Ba 20,37 Aa
5-Cadineno (%)

Culivada S547Aa 4,16Ba 58l Aa 870Aa 594Aa 380Bs 5,10Ba 303Ba 641Aa 608Aa 6,15Aa 4,73Bb
Silvestre 6,18Aa 634Aa 605Aa 522Ab 6,78Aa 5111Aa 5,00Aa 452A8 599Aa 638Aa 744Aa 7,26Aa
y- muuroleno (%)

Cultivada 1,57Ca 142Ca 207Ca 379An 248Ba 1,14Ca 1,20Ca 085Ca 1,26Ca 1,24Ca 1,59Ca 143Cb
Silvestre 2,16Ba 197Ba 2,00Ba 295Ab 258Aa 136Ca 097Ca 103Ca 122Ca 1,24Ca 142Ca_ 2,13Ba

a- gualeno (%)

Culivada 241Ba 2,36Ba 342Aa 3,66Aa 365Aa 242Ba 185Ca 194Ca 168Ca 1,55Ca 224Ba 2,53Ba
Silvestre  2,62Ca 295Ba 3,32As  3,76As 2.83Bb 252Ca 189Ba 197Ba 18 Da 2,12Da 2,44Ca_2,94Ba

a- humuleno (%)
Cultivada 144Bb 143Bb 1,77Aa 193 Aa 1,62Ab 1,31Bb 140Ba 124Bb 140Ba 1,55Bb 121Bb 144Bb
Silvestre 1,90Aa 1,80Ba 1,96Aa 1,78 Ba 194Aa 1,74Ba 1,57Ba 1,61Ba 1,62Ba 1,90Aa 1,77Ba  2,08Aa
TMédias seguidas pela mesma letra maitiscula na horizontal e mintscula na vertical néio diferem entre si pelo teste de Skott Knott ao nivel de 5% de

probabilidade. Médias sobre hordrio de colheita.
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“TABELA 5.6. Continuagio”

A

Jan Fev Mor Abr Mai - Jun Jul "Set Out Nov Dez
- a~ copaeno (%) )
Cultivada 1,33Ba 1,14Ba. 1,26Ba 240Aa 203Aa 0,56Ca 157Aa 050Ca 142Ba 199As 160Aa 0,99Ba
Silvestre 1,70Aa 129Aa 1,19Aa 1,36Ab 1,74Aa- 123Aa 097Aa 093Aa 1,32Aa 1,53Aa 1,67Aa 1,64As
a~ muuruleno (%) - :
Cultivada 101Ba 088Ba 107Ba 207Aa 169Aa 048Bb 080Ba 045Ba 0,78Bs 086Ba 082Ba 0,90Ba
Silvestre 1,32Aa 1,11Ba 102Bs 145Ab 153Aa 092Ba 052Ba 063Ba 088Ba 0,71Ba 105Ba 1,06Bsa
) Gualeno (%) )
Cultivada 1,10Ba 1,00Ba 239Aa 2,88Ab 2,74Aa 099Ba 0,76Ba 084Ba 1,06Ba 095Ba 099Ba 122Ba
Silvestre 1,59Ba 141Ba 248Ba 4,74Aa 228Ba 1,12Ba 1,29Ba 0,90Ba 100Ba 1,52Ba 1,65Ba 1,35Ba
a-~ bulneceno (%) o
Cultivada 101Aa 102Aa 043Ba 0,34Ba 0,10Bb 1,)8Aa 092Aa 1,18Aa 09%Aa 1,11Aa 073Ab 0,86Aa
Silvestre 1,06As 106Aa 039Ba - 046Ba 045Ba 1,18Aa 095Aa 133As 1,19As  1,30Aa  1,13Aa 0,92 Aa
- selineno (%)

Cultivada 0,75Ba 0,74Ba 120Aa 130Aa 108Aa 062Ba 00022Cb 052Ba 0,57Ba 041Ba 090Aa 093Aa
Silvestre 079Ba 0,77Ba 126Aa 1,J1Aa 086Ba 085Ba 041Ca 049Ca 060Ca-  067Ca_0,76Ba 091Ba
p- elemeno (%)

Cultivada 0,77Ca 0,36Ca 0,008Ca 099Ca 0,14Ca 086Ba 062Ba 060Ba 081Ba 1,18Aa 037Cb 0,57Ba
Silvestre 021Ca 0,54Ba 0,009Ca 0,009Ca 044Ba 062Ba 0,74Aa 0,59Ba 063Ba 081Ab 1,10Aa 081Aa

¥-cadieno (%) -
Cultivada 048Aa 028Ba 0,76An 128Aa 102Aa 0002Ba 072Aa 0Ba 0Ba 008Ba 031Ba 043Ba
Silvestre 085Aa 077Aa 0,77Aa 1,30Aa 087Aa 0,14Ba 0,002Bb 005Ba 025Ba 007Ba_054Aa 064Aa

Z Médias seguidas pela mesma letra maitscula na horizontal e mintiscula na vertical nfo diferem entre si pelo teste de Skott Knott ao nivel de 5% de

probabilidade. Médias sobre hordrio de colheita.

“..Continua...”
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“TABELA 5.6, Continuagio”

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
4- gurjuneno (%)
Cultivada 0,55An 0,60Aa 027Aa 0,1Aa 094Aa 086Aa 069Aa 0,58Aa 037Aa 0,54Aa 1,05Aa 0,73Aa
Silvesire 008Aa 007Aa 0,10Aa O0Aa 0,92As 0,30Aa 0001Ab 0,16Aa 0001Aa 0Aas 046Aa 027Aa
a- gurjuneno (%)

Cultivada 0,59Aa 094Aa 024Bs 025Ba 0231Ba 090Aa 069Aa 063Aa 051Aa 059Aa 054Aa 0,66 Aa
Silvestre 024Ab 018Ab 0,1SAs 0101Aa 023Aa 047Ab 020Ab 031Aa 0,37Ab 0,11Ab O Ab  025Ab
Germacreno B (%)

Cultivada 023Ba 0,1I8Ba 0,001Ba 0002Ba 0,5Ba 006Ba 2,19Aa 028Ba 0,06Ba 0001Ba 0,018Ba 0,05Ba
Silvestre 0,30Aa 0,36Aa 0,006Aa 1,15Aa 031Aa 027Aa 0,16Ab 064Aa 036Aa 028Aa 0,53Aa 0,52Aa
B- cubebeno (%)

Cultivada 0Ba 0 Ba 0Ba 022Aa 0Ba 0Ba 0,3As OBa 0Ba 024Aa O0Ba 0Ba
Silvestre 0,06 Ba 0 Ba 0Ba 0Bb 0Ba 0Ba 026Aa 0,006Ba 0,13Aa 025Aa 0,4Aa OBa
a~calacoreno (%o)
Cultivada 0 An 0Aa 0,003Ab 0,001Aa O0Aa 0Aa 0002Aa OAa 0 Aa 0Aa 0 Aa 0 Aa
Silvestre 000iBa OBa 0,16 Aa 0001Ba 0OBa 0Ba 0Ba 0 Ba 0Ba 0Ba 0Ba 0Bs
Total Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos (%)
Cultivada 81,93Aa 8044 Ab 58,68Ca 71,03Ba 5842Cb 6643Ba 68,55Bb 68,52 Bb 72,71Bb 73,09Bb 78,13 Aa 74,11 Bb
Silvestre 85,76 Aa 8893 Aa 60,12Ca 74,00Ba 68,06Ba 73,52Ba 82,12Aa 81,14 Aa 82,94 An 85,08Aa 84,75Aa 84,84 An

Z Mgédias seguidas pela mesma letra maitscula na horizontal e mintiscula na vertical, néo diferem entre si pelo teste de Skott Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. Médias sobre horério de colheita. ,



A respeito das variagbes entre épocas do ano, resguardado algumas
alteragdes pontuais entre as populagdes, os componentes y-muuroleno, a-
~ guaieno, B- selineno, y-cadineno a-};umuleno ¢ a-muuruleno apresentaram uma
tendéncia de maior teor entre os meses de margo ¢ maio, coincidindo com o
periodo de floragdo. Por outro lado, germacreno D e a-bulneceno apresentaram,
neste mesmo periodo, resultados inversos. Germacreno D apresentou os menores
teores por ocasido do 'florescimentp. Ao contrario do ocorrido em L. Alba,
constatado por Castro et al. (2002), no presente trabalho ndo foi observada
assmiégvio qualitativa do teor deste componente com a temperatura, mas sim
com o estidio ﬁsiolégii:o. '

Os compostos y gurjuneno, o- guljm.lo e germacreno B, com poucas

excegdes, s¢ mostraram estaveis ao longo do ano.

Quanto aos compostos 5-cadineno ¢ a-copaeno, estes ndo apresentaram
diferencas ao longo dos meses em plantas silvestres, o que nio ocorreu em
plantas culnvadas Para o B-e,leme,nq,‘ os maiores teores foram alcangados nos
meses de outubro, novembi‘o, dezembro e jutho. Foram encontradas maiores
concentragdes de Biciclogermacreno e (E)-cariofileno em ambas as populagdes,
nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro. Além destes meses, cada populagdo
apresentou outros pontos de méximo acamulo. Observagdes semelhantes
também foram observadas para o composto (E)-cariofileno.

Os compostos globulol, epi-a-cadinol, guaieno, eudesma-4(15),7-dien-1-
B-ol e viridiflorol foram iguais entre as populagdes (Tabela 5.7). Para
espatulenol, ledol e guaiol ocorreram diferencas em alguns meses entre as
populagSes com menor teor na populagdo silvestre.
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TABELA 5.7. Teores médios (%) dos sesquiterpenos oxigenados no dleo essencial de plantas de carqueja [B. trimera
(Less) D.C.] cultivadas e silvestres, colhidas em diferentes épocas do ano. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Jan Fev Mar Abr Mai Jup Jul Ago Set Out Nov Dez
Ledol (%)
Cultivada 750Ba 10,16Aa 11,60Aa 4,9Ba 9,70Aa 1633Aa 11,47Aa 12,74 Aa 11,38Aa 12,15 A0 061 Aa 11,58 Aa
Silvestre 289Ba 282Ba 961Aa 3,62Ba 9,33Aa 856Ab 585Bb_7,17Ab 4,84Bb 6,09 Bb 440Bb 4,10Bb
Globulol (%)

Cultivada 377Da 3,09Da 825Ba 8,55Ba 1123Aa 4,76Ca 579Ca 6,17Ca 624Ca 500Ca 300Da 4,73Ca
Silvestre 421Ba 293Ba 876Aa 892Aa 694Ab S12Ba 404Ba 3,80Ba 4,34Ba_ 3,73Ba 358Ba 3,86Ba
Espatulenol (%)

Cultivada 255Da 1,78Da 11,71Aa 517Ca 9,35Ba 656Ca 643Ca 634Ca 506Ca 3,11 Da 29Da 4,00Da
Silvestre 302Ca 121Ca 12,14Aa 664Ba 7,07Bb 644Ba 3,48Cb 3,71Cb 3,25Ca_ 2,05Ca 246Ca  3,07Ca
Gualo} (%)

Cultivada 221Ba 249Ba 3,50Aa 347Ba 3,80Aa 348Aa 191Ba 282Ba 243Ba 2,57Ba 2,65Ba 2,96Ba
Silvestre 090Bb 088Bb 325Aa 303Aa 2,71Aa 1,71Bb_142Ba 1,52Bb 1,18 Bb 077Bb 1,51Ba 1,02Bb
Viridifloro] (%)

Cultivada 144Ba 1,33Ba 3,50Aa 3,51Aa 3,60Aa 149Ba 1,54Ba 145Ba 0,74Ca 0,54Ca 0,67Ca 1,71Ba
Silvestre 200Ca 164Ca 288Ba 4,30Aa 2,63Bb 1,39Ca 131Ca 111Ca 147Ca 124Ca 1,36Ca 1,65Ca

Z Médias seguidas pela mesma letra maiiscula na horizontal ¢ mintiscula na vertical nio diferem entre si pelo teste de Skott Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. Médias sobre hordrio de colheita.

« .Continua...”
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“TABELA 5.7. Continuagio”

Abr Mai - Jun  Jul Ago

Jan Fev Mar Set Out - Nov Dez
Epi-a~cadinol (%) : j
Cultivada 0001 Aa 0OAa - 1,02Aa 030Ab 048Aa 045Aa 044Aa 029Aa 0,116Aa 006Aa 0Aa 042Aa
Silvestre 0,002Ba 041Ba 0,94Aa 1,51Aa 008Ba - 033Ba 034Ba 018Ba 006Ba OBa 027Ba 026Ba
Eudesme-4(15),7-dlen-1-p-ol (%) -
Cultivada 037Ba 0,32Ba 023Ba 029Ba 0002Ba 0002Ba 008Ba 0,12Ba 063Aa. 0,81Aa 066Aa 0,07Ba
Silvestre 0,05Ba 0,)2Ba 0,003Ba_031Aa 008Ba_0,001Ba 0002Ba_007Ba_054Aa 0,52Aa 0,52Aa 0,06Aa
Total Sesquiterpenos Oxigenados (%) )
Cultivada 1745Da 19,17Da 39,81 Aa 24,48Ca 3831Aa 3314Ba 2985Ca 3022Ca 26,71Ca 24,25Ca 23,64Ca 2552Ca
Silvestre 13,12Ca 10,01 Cb 37,58 Aa 23,09Ba 29,75Bb 23,82Bb 16,60Cb 1820Cb 16,04 Cb 14,68Cb 14,63 Cb. 14,54 Cb

ZMédias seguidas pela mesma letra maifiscula na horizontal e minascula na vertical no diferem entre si pelo teste de Skott Knott ao nivel de 5% de

probabilidade. Médias sobre horério de colhelln



O composto ledol ocorreu, em plantas cultivadas, de maneira homogénea
entre os meses, o que nio foi observado nas plantas silvestres, nas quais mostrou
teores menores em grande parte do ano. Ja para o globulol, maiores flutuagtes
ocorreram nas plantas cultivadas. O espatuleno] variou em ambas populagbes,
atingindo o méiximo teor no més de margo, inicio do florescimento. Este
composto também foi isolado em B. linearis (Ruiz & Pav.) Pers. (Asteraceac),
porém da cera epicuticular ¢ foi descrito como altamente toxico, impedindo o
ataque de herbivoros e microorganismos (Faini et al., 1999). Sem ignorar raras
excegdes, pede-se observar, em plantas silvestres ¢ cultivadas, que os maiores

teores dos SO ocorreram entre os meses de margo € maio.
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b)

<)

d)

e)

8

h)

4 CONCLUSOES

O periodo de maior teor de 6leo essencial coincidiu com a época de maior
crescimento vegetativo;

Durante o pericdo reprodutivo ¢ trés meses apés (margo a outubro), as
plantas apresentaram o menor teor de éleo essencial,;

O horério de colhcita ¢ as populages néo influenciaram o teor de dleo
essencial;

Constatou-se que quanto 3 composicio quimica, o dleo essencial da carqueja
¢ constituido por sesquiterpenos, sendo a maior parte hidrocarbonetos
sesquiterpénicos € a menor sesquiterpenos oxigenados; '
As porcentagens de sesquiterpenos hidrocarbonetos entre os diferentes
horarios de colheita nfio diferiram entre si;

| Independentemente do hordrio e ‘época de colheita, as plantas cultivadas

possuem valores inferiores de sesquiterpenos hidrocarbonetos em relagdo
aos observados em plantas silvestres;

Maiores teores de sesquiterpenos oxigenados foram constatados entre os
meses de margo e agosto, deperidendo da populago e do hordrio de coleta;

As diferengas no teor de sesquiterpenos oxigenados entre populagdes foram

minimas e ocorreram em pontos isolados na populagdo silvestre

128



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADAMS, R P. Identification of Essential Oil Components by Gas
Chromatography/ Mass Spectroscopy. Allured, llinois, 1995. 456 p.

ADAMS, R. P. Identification of Essential Oil Components by Gas
Chromatography/Mass Spectroscopy. Carol Stream, llinois: Allured
Publishing Corporation, 2001.

ANGELOPOULOU, D : DEMETZO0S, C.; PERDETZOGLOU, D. Diurnal and
seasonal variation of the essential oil labdanes and clerodanes from Cistus
monspeliensis L. leaves. Biochemical Systematics and Ecology, London, v. 30,
n. 3, p. 189-203, mar. 2002.

ASSAD, Y. O. H; TORTO, B.; HASSANALL A.; NJAGL P. G. N.; BASHIR,
N.H.H; MAHAMAT H. Seasonal variation in t’ne essential oil composmon of
Commxphora quadricincta and its effect on the maturation of immature adults of
the desert locust, Schistocerca gregaria. Phytochemistry, Oxford, v. 44, n. 5, p.
833-841, May 1997.

ATTI-SERAFINIL L.; PANSERA, M. R ; ATTI-SANTOS, A. C.; ROSSATO,
M.; PAULETTL G. F ROTA,L.D; PAROUL N.; MOYNA, P Variation in
msentlal oil yield and composition of Lippia alba (Ml“ )N. E. Br. grown in
southern Brazil. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 4, n. 2,
p. 72-74, 2002.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agraria. Secretaria Nacional de
Irrigagdo. Departamento Nacional de Meteorologia. Normas climatolégicas —
1960-1991. Brasilia, 1992. 84 p.

CHARLES, D. J.; JOLY, R. ].; SIMON, J. Effects of osmotic stress on the
essential oil content and composition of peppermint. Phytochemistry, Oxford,
v.29,n. 9, p. 2837-2840, Sept. 1990.

CASTRO, D. M.; MING, L. C.; MARQUES, M. O. M. Composigéo fitoquimica
dos o6leos essenciais de fothas de Lippia Alba (Mill.) N. E. Br. em diferentes

129



épocas de colheita e partes do ramo. Revista Brasileira de Plantas Medicinais,
Botucatu, v. 4, n. 2, p. 75-79, 2002.

CHERIOCONL, S.; FLAMINI, G.; CAMPEOL, E;; CIONI, P. L.; MORELLL L
GC-MS analyses of the essential oil from the aerial parts of Artemisia
verlotiorum: variability during the year. Biochemical Systematics and Ecology,
London, v. 32, n. 4, p. 423-429, Apr. 2004. ‘

COSTA, A. G.; SILVA-MANN, R ; ALVES, P. B.; ARRIGONI-BLANK, M.
F.; FILHO, L. G.S.; FILHO, J. L. S. C.; OLIVEIRA, A. S.; SANTOS, M. F,;
DANTAS, I. B.; AZEVEDO, V. G.; MENDONCA, M. C.; BLANK, A. F.
Influéncia do hordrio de colheita e de secagem na produgiio de dleo essencial de
sambacaita (Hyptis pectinata L, Poit). CONGRESSO BRASILEIRO DE
OLERICULTURA, 43., 2003, Recife. Resumos... Brasilia: SOB, 2003b.

COUTO, H. A.R;SILVA, A. C.M; ANDRADE, E.H A; MAIA,J.G. S.
Estudo sazonal da produ¢io de 6leo essencial de pau-rosa ¢ de espécimens
identificados como suas variedades morfolégicas. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE OLERICULTURA, 43., 2003, Recife. Resumos... Brasilia:
SOB, 2003.

DOOL, D.H.;KRATZ, P.D.J. A, Generalization of the Retention Index
System Including Linear Temperature Programmed Gas-Liquid Partition
Chromatography, Journal of Chromatogrography, Amsterdam, v. 11, p. 463-
471, 1963.

DUDAIL N.; LARKOV, O.; RAVID, U.; PUTIEVSKY, E.; LEWINSOHN, E.
Developmental control of monoterpene content and composition in Micromeria
Sfruticosa (L.) Druce. Annals of Botany, London, v. 88,n. 3, p. 349-354, Sept.
2001.

EHLERT, P. A. D.; MING, L. C.; MARQUES, M. 0. M.; FERNANDES, D.
M.; FERRL A. F; ROCHA, W. A. T., MEIRELES, M. A_ A Efeito do horario
de colheita sobre a carvona e o limoneno de dleo essencial de erva-cidreira
brasileira. Internet: In: CONGRESSO BRASILEIRO DE OLERICULTURA,
43., 2003, Recife. Resumos... Brasilia: SOB, 2003.

130



FAINIL, F; LABBE, C.; COLL, J. Seasonal changes in chemical composition of
epicuticular waxes from the leaves of Baccharis linearis. Biochemical
Systematics and Ecology, Oxford, v. 27,n. 7, p. 673-679, Oct. 1999.

FARHAT, G. N.; AFFARA, N. I; GALI-MUHTASIB, H. U.; Seasonal changes
in the composition of the essential oil extract of east mediterranean sage (Salvia

libanotica) and its toxicity in mice. Toxicon, Oxford, v. 39, n. 10, p. 1601-1605,
Oct. 2001.

HAKOLA, H.; TARVAINEN, V.; LAURILA, T; HILTUNEN, V.; HELLEN,
H.; KERONEN, P. Seasonal variation of VOC concentrations above a boreal
coniferous forest. Atmospheric Environment, Oxford, v. 37, n. 12, p. 1623-
1634, Apr. 2003.

HUDAIB, M.; SPERONL, E.; PIETRA, A. M. D.; CAVRINI, V. GC/MS
evaluation of thyme (Thymus vulgaris L.) oil composition and variations during
the vegetative cicle. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
Oxford, v. 29, n. 4, p. 691-700, July 2002.

LEAL, T. C. A. B.; FREITAS, S. P,; SILVA, J. F.; CARVALHO, A. J. C.
Avaliagiio do efeito da variagiio estacional ¢ horario de colheita sobre o teor
foliar de dleo essencial de capim-cidreira [Cymbopogon citratus (DC) Stapf).
Revista Ceres, Vigosa, v. 48, n. 278, p. 445-453, jul./ago. 2001.

LOPES, N.P.; KATO, M. J.; ANDRADE, E. H. A; MAIA, 1.G. S
YOSHIDA, M. Circadian and seasonal variation in the essential oil from Virola
surinamensis leaves. Phytochemistry, Oxford, v. 46, n. 4, p. 689-693, Apr.
1997.

MIGUEL, M. G.; GUERRERO, C.; RODRIGUES, H.; BRITO, J. C.;
DUARTE, F.; VENANCIO, F.; TAVARES, R. Main componeats of the
essential oils from wild Portuguese Thymus mastichina (L.) L. ssp mastichina in
different developmental stages or under culture conditions. Journal of Essential
Oil Research, Carol Stream, v. 16, n. 2, p. 111-114, mar fapr. 2004.

MING, L. C.; CHAVES, F. C. M,; MARQUES, M. 0. M,; MEIRELES, A. A.
Produggio sazonal de 6leo essencial em uma populagdo natural de Piper
aduncum L. em Adrianopolis — PR. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 20, n.
2, ju. 2002. Suplemento 2.

131



. NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY. PC
version of the NIST/EPA/NIH Mass Spectral Database. U. S. Department of
-Commerce, Gaithersburg, MD, 1998. '

PALA-PAUL, J.; PEREZ-ALONSO, M. J; VELASCO-NEGUERUELA, A.;
PALA-PAUL, R ; SANZ, J.; CONEJERO, F. Seasonal variation in chemical
constituents of Santolina rosmarinifolia L. ssp. Rosmarinifolia. Biochemical
Systematics and Ecology, London, v. 29, n. 7, p. 663-672, July 2001.

PEREIRA, A. M. S; BERTONL B. W.; CAMARA, F.L. A;; DUARTE, 1. B,
QUEIROZ, M. E.C; LEITE, V.G. M,; MORAES, R. M,; CARVALHO, D ;
FRANCA, S. C. Co-cultivation of plant cells as a technique for the elicitation of
secondary metabolite production. Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
Amsterdam, v. 60, n. 3, p. 165-169, 2000.

PUTIEVSKY, E.; RAVID, U.; DUDAL N. The influence of season and harvest
frequency on essential oil yields from a pure clone of sage (Salvia officinalis)
grown under cultivated conditions. Journal of Natural Products, Cincinnati, v.
49. n. 2, p. 326-329, Mar/Apr. 1986.

PUTIEVSKY, E; DUDAI N.; RAVID, U.; KATZIR, 1 MICHAELOVICH,
Y.; ZUABL, E.; SAADL D. Morphology, phenology, and essential oil of
Micromeria fruticosa (L.) Druce in different scasons. Journal of Herbs, Spices
& Medicinal Plants, v. 3, n, 3, 1995.

SABILLON, D.; CREMADES, L. V. Diurnal and seasonal variation of
monoterpene emission rates for two typical Mediterranean species (Pinus pinea
and Quercus ilex) from field measurements — relationship with temperature and
PAR._ Atmospheric Environment, Oxford, v. 35, n. 26, p. 4419-4431, Sept.
2001.

SALIDO, S.; ALTAREJOS, J.; NOGUERAS, M.; SANCHEZ, A ;
PANNECOUQUE, C.; WITVROUW, M,; CLERCQ, E. Chemical studies of
essential oils of Juniperus oxycedrus ssp. Badia. Journal of
Ethnopharmacelogy, Clare, v. 81, n. 1, p. 129-134, June 2002.

132



SILVA, M. G. V.; CRAVEIRO, A. A; MATOS, A. M.; MACHADO, M. 1. L;
ALENCAR, J. W. Chemical variation during daytime of constituents of the
essential oil of Ocimum gratissimum leaves. Fitoterapia, Milan, v. 70, n. 1, p.
32-34, 1999.

SILVA, R.; PINTO, J. E. B. P.; BERTOLUCCL S. K. V. Teores dc 6leos
essenciais em folhas de cidrio (Aloysia triphylla) coletadas em diferentes
horérios. Horticultura brasileira, Brasilia, v. 22, n. 2, jun. 2004. Suplemento.
CD-ROM.

TAKEDA, O.; MIKL, E;; TERABAYASHL S.; OKADA,M.;LU,Y,HE , H.S,;
HE, S. A. A comparative study on essential oil components of wild and
cultivated Atractylodes lancea € A. chinensis. Planta medica, Stuttgart, v. 62, n.
5, p. 444-449, Oct. 1996.

TAVEIRA, F. S. N_; LIMA, W. N.; ANDRADE, E. H. A;MAIA L G.S.
Seasonal essential oil variation of Aniba canalilla. Biochemical Systematics
and Ecology, London, v.31,n. 1, p. 69-75, Jan. 2003.

YATAGAIL M.; OHIRA, M; OHIRA, T ; NAGAL, S. Seasonal variations of
terpene emission from tress and influence of temperature, light and contact
stimulation on terpene emission. Chemosphere, Oxford, v. 30, n. 6, p. 1137-
1149, Mar. 1995.

133





