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ABSTRACT

NASCIMENTO, Claudia Ferreira do. Anatomical, physiological and
biochemical aspects in Mikania glomerata Sprengel (guaco) under different
water regimes. 2003. 65p. Dissertation (Master’s Program in Plant Physiology)
— Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Mikania glomerata Sprengel (guaco) is a medicinal plant which therapeutic
properties were proved. Water stress affect the coumarin synthesis, a phenolic
compound related to therapeutic proprieties. The aim of this work was to
evaluate the water stress influence on gas exchanges, anatomical and
biochemical characteristics of guaco young plants, obtained by assexual
propagation. The plants were cultivated in pots in greenhouse conditions, and
submitted to the following treatments: daily watering (control), watering each
five days from three months old (moderated stress) and watering suspension
(severe stress) from five months old. With the advance of water stress, in plants
submitted to severe stress there was a marked reduction in the gas exchange due
stomatal closure. This reduction was associated with the increase of intercellular
carbon concentration. In general, the highest photosynthesis rates were observed
on moderate stress. Leaves and roots anatomy alterations were observed due to
water regimes. The highest gains of coumarin and essential oil content were
observed on moderate stress. The essential oil chemical composition was not
influenced by the different water regimes.

Guidance Committee: Angela Maria Soares - DB/UFLA (Adviser)
Evaristo Mauro de Castro — DBI/UFLA (Co-adviser)
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RESUMO

NASCIMENTO, Claudia Ferreira do. Aspectos anatémices, fisiolégicos e
fitoquimicos de plantas jovens de Mikania glomerata Sprengel (guaco)
submetidas a diferentes regimes hidricos. 2003. 65 p. Dissertagéo (Mestrado
em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Mikania glomerata Sprengel (guaco) é uma espécie medicinal cujas
propriedades terapéuticas, expectorantes e broncodilatadoras ja foram
comprovadas. A cumarina, o principio ativo responsavel por estas propriedades
terapéuticas, ¢ um composto fendlico, cuja sintese pode ser afetada pela
deficiéncia hidrica. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia do estresse hidrico nas trocas gasosas, caracteristicas anatdmicas ¢
fitoquimicas de plantas jovens de guaco. As plantas utilizadas neste estudo
foram obtidas por meio de propagagio vegetativa através do método de estaquia,
cultivadas em vaso, sob condi¢des de casa de vegetagdo e submetidas aos
seguintes tratamentos: rega didria (controle), rega a cada cinco dias a partir dos
trés meses de idade (estresse moderado) e rega didria com suspensdo total da
rega até a observagdo de murcha acentuada das folhas (estresse severo), a partir
dos cinco meses de idade. Diante dos resultados obtidos foi possivel observar
nas plantas submetidas ao estresse severo uma queda significativa na
fotossintese, condutancia estomatica ¢ transpiragdo, sendo esta redugdo
acompanhada pelo aumento da concentragdio de carbono intercelular a partir do
oitavo dia apos suspensdo da rega. Em geral, as maiores taxas de fotossintese
foram observadas no estresse moderado. Foram observadas alteragbes na
anatomia de folha e raiz em fungdo dos diferentes tratamentos. Em relagéo ao
teor de cumarina e oleo essencial foram observados os maiores rendimentos no
estresse moderado e a composigdo quimica do Oleo essencial ndo foi
influenciada pelos diferentes regimes hidricos.

Comité orientador: Angela Maria Soares -DB1/ UFLA (Orientadora)
Evaristo Mauro de Castro — DBI/UFLA (Co-orientador)



1 INTRODUCAO

A utilizagdo das plantas medicinais vem atingindo um piblice cada vez
maier, recebendo incentivo da prépria Organizagdo Mundial da Saide, que
recomendou aos paises membros que desenvolvessem pesquisas visando o uso
da flora com proposito terapéutico. E importante ressaltar que o estudo
sistematico das plantas medicinais envolve conhecimentos em varias areas como
antropologia, botanica, fisiologia vegetal, quimica, farméicia, entre outras. Assim
sendo, estudos de carater interdisciplinar podem contribuir para uma
recomendagdo de uso das plantas de interesse medicinal.

A eficécia terapéutica das plantas medicinais esta relacionada ao teor de
principio ativo. Portanto, o conhecimento dos fatores que interferem na sintese
dos compostos quimicos nas plantas medicinais ¢ de fundamental importéncia.
Estudos com esse foco tém importincia na tentativa de otimizar condigSes de
cultivo, colheita e armazenamento, uma vez que podem contribuir para uma
produgdo de matéria-prima de melhor qualidade. Entretanto, constata-se que ha
uma caréncia de conhecimento sobre como os diferentes fatores do ambiente
influenciam na fisiologia do desenvolvimento, particularmente a sintese de
compostos secundarios, o que pode vir a contribuir para uma melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos na relagdo ambiente-planta-principio
ativo.

Mikania glomerata Sprengel é uma importante espécie medicinal do tipo
subarbusto trepador, com folhas largas e pequenas e flores que exalam leve
aroma de baunilha quando amassadas. O género Mikania ¢ encontrado no Brasil
desde a Bahia até Santa Catarina. Popularmente conhecida como guaco,
Mikania glomerata Sprengel é um dos fitoterapicos de maior consumo, utilizada

principalmente nas afecgdes respiratorias. Destacam-se ainda estudos que estdo



verificando outros efeitos farmacolégicos desta planta, como, por exemplo, sua
atividade antibacteriana, fungicida e anticancerigena.

Diante das consideragdes feitas acima e tendo como hipétese que a
deficiéneia hidrica influencia a sintese de o6leos essenciais e compestos
fendlicos, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetive de verifiear a
influéncia de diferentes regimes hidricos em caracteristicas de trocas gasosas,
relagdes hidricas, respostas anatdomicas de folha e raiz e sintese de oleos

essenciais e cumarina.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Respostas das plantas a deficiéncia hidrica
As plantas sdio continuamente expostas a estimulos ambientais que
influenciam seu desenvolvimento, crescimento € determinam a produtividade. O
déficit hidrico é o fator ambiental de estresse mais comum que limita a
produtividade das plantas, ndo apenas em condigdes de seca, devido a baixos
indices pluviométricos, mas também em condigdes de baixas temperaturas e solo
com alta concentragdo de ions.
} De um modo geral, o estresse hidrico se desenvolve quando a perda de
agua excede a absorgdo em intensidade suficiente para causar o decréscimo no
contetdo de 4gua da planta e a redugio do turgor, resultando numa diminuigdo
da expansfo celular. Este fato pode também causar alteragbes de vérios
processos fisiologicos essenciais, modificar as caracteristicas morfoanatémicas
da planta, bem como seus componentes b10qu1m1cos
A capacidade das plantas de tolerar a deficiéncia hidrica ¢ determinada
por multiplas vias bioquimicas que facilitam a retengo e/ou aquisi¢do de agua,
protegdo de estruturas funcionais e manutengdo da homeostase de ions (Bohnert
& Jensen, 1996). As respostas ao estresse hidrico podem variar em fun¢do da
espécie e genotipo, a extensdo e severidade da perda de dgua, a idade e estagio
do desenvolvimento, o 6rgéo, o tipo celulér e o compartimento subcelular. Uma
gradativa perda de agua pqde permitir uma aclimatagdo para a deficiéncia
hidrica, limitando assim a extensdo de injurias, enquanto uma rapida proporgao
de perda de agua pode prejudicar sva aclimatagdo (Bray, 1997).
A deficiéncia hidrica celular pode resultar numa concentragio de
solutos, mudangas no volume celular ¢ adaptagio de membranas, perda do

gradiente de potencial da agua e do turgor, decomposi¢do da integridade de



membrana ¢ desnaturagdo de proteinas. A capacidade da planta de responder e
sobreviver a deficiéncia hidrica celular depende do mecanismo global de
integragido das respostas celulares. Estas respostas podem ocorrer dentro de
poucos segundos, como, por exemplo, através de uma mudanga ne status de
fosforilagiio de uma proteina, ou dentro de minutos e horas, por uma mudanea na
expressdo génica (Bray, 1997).

Em resposta ao estresse hidrico, as plantas regulam sua transpiragdo pela
diminuigdo da condutincia estomatica, afetando também a difusdo de CO,
atmosférico para os sitios de carboxilago, como ja demonstrado em diferentes
estudos (Gomes et al., 1997; Chartzoulakis et al., 1999; Franga et al., 2000; Da
Matta, 2003).

Observa-se que em condi¢Bes de estresse hidrico moderado, o aparato
fotossintético ndo ¢ danificado continuando a funcionar gragas a ligago com a
fotorrespiragdo (Brestic et al., 1993), como confirmado por mensuragdes
fotoquimicas (Sharkey & Badger, 1982) e estimativas de concentragdo interna
de CO; (Ci) (Donavan & Ehleringer, 1994). Em condigSes de estresse hidrico
severo, as plantas que atingem potenciais hidricos abaixo de um valor critico, 0
que varia de acordo com cada espécie, apresentam uma perda na capacidade
fotossintética que propicia um aumento na concentragdo de carbono intercelular
(Ci), associada a uma menor atividade da rubisco (Brodribb, 1996; Medina et al.,
1999). Em condiges de altas temperaturas e altos valores de déficit de pressdo
de vapor na atmosfera (DPV), a fotossintese pode ser mais afetada em condigdes
de deficiéncia hidrica (Brakke & Allen, 1995; Medina & Machado, 1998).

Para Ruiz-Sanchez (2000), o fechamento estomatico ¢ a epinastia
observada em plantas jovens de damasco em resposta ao estresse hidrico
representaram mecanismos adaptativos & seca, permitindo a planta regular mais
efetivamente a perda de 4gua e prevenindo assim, o aumento da temperatura

foliar. Outro mecanismo de tolerdncia a deficiéncia hidrica é associado ao



aumento da concentragdio de solutos. Analisando os efeitos da baixa
disponibilidade de agua no solo nas relagdes hidricas e trocas gasosas de quindia
(Chenopodium quinoia Willd.), Jensen et al. (2000) verificaram que durante o
estresse hidrico severo houve manutengdo de uma baixa pressdio de turgor,
atribuida ao ajustamente esmético.

O estresse hidrico altera as caracteristicas anatdmicas que regulam a
transmissdo do efeito do déficit hjdrico.para as células. Sabe-se que mudangas
nas caracteristicas anatdmicas podem alterar a difusdo de CO;, a partir de
cavidades subestomaticas, aos sitios de carboxilagdo, € assim contribuir para
manutengdo das taxas de fotossintese, mesmo com baixa conduténcia estomatica
(Evans et al., 1994).

Estudos realizados sobre as relages hidricas, taxas fotossintéticas e
caracteristicas anatdmicas foliares em duas cultivares de oliveiras (Olea
europaea) ‘Koroneik’ e ‘Mastoidis’ submetidas & deficiéncia hidrica revelaram
que ambas as espécies apresentaram capacidade de manutengio da pressdo de
turgor (Chartzoulakis et al., 1999). Nestas cultivares a taxa de fotossintese, a
condutincia estomatica, o potencial hidrico antes do amanhecer, bem como o
potencial osmotico diminuiram com o ciclo de estresse hidrico. Porém, sob
condi¢des de baixos valores de condutincia estomatica, ‘koroneik’ manteve
maiores taxas fotossintéticas do que ‘Mastoidis’, um fato que foi atribuido &
diferenciagdo de tecidos foliares, induzida por condigdes de estresse hidrico,
especialmente associada a diferengas na espessura dos parénquimas pali¢adico e
lacunoso.

As caracteristicas anatdmicas das raizes também sdo importantes para
adaptac#io & deficiéncia hidrica no solo, pela manutengéo da absor¢do de agua do
solo em condig¢des de seca (Turner, 1979).

Durante o estresse hidrico a anatomia da raiz pode ser alterada

amplamente, induzindo o desenvolvimento de barreiras aploplasticas ao fluxo de



agua ¢ ions (Stasovski et al., 1991; Taleisnik et al., 1999). Sua formagio
representa uma estratégia fundamental para a sobrevivéncia das plantas em
ambientes adversos (North & Nobel, 1995; Peyrano et al., 1997; Zimmermann
& Steudle, 1998; Sereiber et al., 1999).

Huang & Fry (1998), trabalhande com Festuca arundinacea Sehreb
observaram nitidos colapsos de células corticais evidenciados por formagdo de
espagos intercelulares, ap6s 14 e 28 dias de seca em cultivares de Kentucky-31 e
MIC18, respectivamente, causando contragdo de extensdes de raizes. Os espagos
intercelulares corticais podem interromper o movimento de agua nas raizes e
reduzir o contato raiz/solo, limitando a absorgdo de agua em solos com baixa
disponibilidade hidrica. Assim, em solo muito seco, quando o potencial hidrico
do solo cai abaixo do potencial hidrico da raiz, a formaglo de espagos
intercelulares previne a perda de agua da planta para o solo seco (Nobel &
Huang, 1992).

Outras alteragbes anatémicas também importantes, as quais podem
ocorrer sob diversos aspectos de respostas hidricas das plantas, sdo as mudangas
no didmetro dos vasos condutores e espessuras de parénquima clorofiliano, visto
que um importante aspecto de resposta da planta & seca é que, quando a
disponibilidade de agua do solo declina, a tensdo hidraulica do sistema
continuum solo-planta-atmosfera aumenta até o ponto no qual a coluna de igua
no xilema é perdida pela cavitagdio ¢ o transporte de agua ¢ reduzido ou
interrompido (Tyree & Sperry, 1989; Higgs & Wood, 1995; Atkinson & Taylor,
1996). O limite para tensdo do xilema antes da formagdo da cavitagéo depende,
em parte, do tamanho do vaso (Atkinson & Taylor, 1996). Vasos com didmetros
largos s@o mais propensos a cavitagio do que aqueles com didmetros menores
(Zimmerman, 1983; Carlquist, 1988). Assim, o embolismo nos vasos pode
ocorrer mais facilmente em vasos com didmetros mais largos (Tyree & Sperry,
1989; Atkinson & Taylor, 1996).



Desse modo, um xilema com vasos estreitos ¢ fisiologicamente melhor
protegido contra cavitagdo, j4 que vasos com didmetros mais estreitos mantém
uma coluna d'4gua sob alta tensdo devido a terem uma maior superficie para a
raziio do volume ¢ a uma maior proporgdo de moléculas de dgua estar ligada a
parede (Carlquist, 1989). Vasos estreitos podem também aumentar a resisténcia
ao fluxo de 4gua, o que pode ser vantajoso em condigdes de seca. O didmetro
dos vasos revelou estar estreitamente e positivamente correlacionado com o
volume de agua transportado e inversamente correlacionado com a “seguranga”
do sistema de condugdo (Carlquist, 1980; Salleo & Lo Gullo, 1986). A formagio
de vasos estreitos em lenhosas ocorre frequentemente em dicotiledoneas
tolerantes a seca (Carlquist, 1985; Amold & Mauseth, 1999).

Em plantas de Paspalum dilatatum foi observado que o difimetro dos
vasos xilematicos da raiz diminuiu significativamente sob condigdes de seca. O
valor adaptativo de produzir vasos estreitos diminui a susceptibilidade ao

embolismo em capilares menores (Vasellati et al., 2001).

2.2 Sintese de compostos secundirios, 6leos essenciais e a deficiéncia
hidrica

O comportamento dos seres vivos resulta da interagdo da sua
constituigio genética com o ambiente. Pesquisas recentes indicam grande
variagio na produ¢io de metabolitos secundarios nas plantas medicinais de
acordo com suas relagdes ecoldgicas, que variam continuamente com o tempo e
o espago (Castro et al., 2001). A concentragdo dos compostos quimicos nas
plantas depende do controle genético e dos estimulos proporcionados pelo meio,
que podem ativar genes, como por exemplo, em alguns casos de agressdo por
microrganismos ou pragas, em que ocorre uma superprodugio de substéncias
defensivas que tém, eventualmente, agdo terapéutica (Brown Junior, 1988;
Tetényi, 1983).



A biossintese de metabolitos secundarios ¢ realizada por rotas
metaboélicas especificas do organismo, ocorrendo uma estreita relagio entre
essas rotas € aquelas responsaveis pela sintese de metaboélitos primarios. Essas
rotas metabélicas sfo interconectadas, pois os metabdlitos primarios foernecem
moléculas que sdo utilizadas como precursoras nas principais rotas de sintese de
metabolitos secundarios.

Nesse sentido, embora ocorra a divisdo do metabolismo em primario e
secundério, este deve ser considerado como um todo, com a produgdo de
metabolitos primarios e secundarios. A divisdo em metabélitos primarios e
secundarios deve ser vista como uma forma de agrupar compostos com
determinadas caracteristicas em comum (Castro et al., 2001).

Por ser a 4gua uma substéncia essencial para a vida e o metabolismo das
plantas, supde-se que onde nfo ha restricdo de oferta de agua a produgio de
principios ativos seja maior; porém, nem sempre isto é verdadeiro. Diversos
estudos tém mostrado que a 4gua reduz o teor de alcaldides. Pesquisas realizadas
por Sokolov e por Evenari no final da década de 50 com solanaceas (Datura,
Atropa e Hyoscianus), revelaram que essas espécies apresentaram maior teor de
alcaldides quando mantidas sob estresse hidrico (Corréa Junior et al., 1994).

Em geral, o estresse hidrico também pode promover aumento na
biossintese de compostos fenélicos e formagdo de lignina (Matern & Grimmig
1994; Kurup et al., 1994) e diminuir a produgéo de glicosideos, como verificado
em Digitalis por Basso et al. (1998).

A maneira como o estresse hidrico ¢ induzido pode afetar
verdadeiramente a sintese de compostos quimicos, como ¢ mostrado no estudo
de Nanasi et al. (1974). A suspensio da irrigagdo resultou em uma redugio
acentuada a produg@o de matéria seca e uma ligeira redugio na produgio de
cardenolideos, enquanto uma condi¢io de estresse moderado induziu uma

consideravel perda de digitoxigenina e outros cardenolideos que foram



ligeiramente reduzidos. Isto foi atribuido ao baixo tumover de cardenolideos ¢ a
um restrito fluxo de metabolitos durante o estresse hidrico, o qual primeiro afeta
o pool de metabolitos. Deve-se, entretanto, ressaltar que o estresse pode induzir
mudancas nas atividades das enzimas do metabolismo secundério conduzindo ao
uso intenso de alternativas rotas biossintéticas para sintese de glicosideos,
mantendo relativamente altos niveis de outros cardenolideos (Stuhfauth et al.,
1987).

Os odleos essenciais sdo comercialmente usados para conferir aromas e
odores a diversos produtos alimenticios, na perfumaria ¢ como medicamentos
analgésicos, anti-sépticos, sedativos, expectorantes, estimulantes, estomaquicos,
entre outros (Craveiro et al., 1981). Varios estudos sobre a atividade dos 6leos
essenciais permitiram a descoberta recente de compostos de agfio antifungica e
antibacteriana, ou seja, substitutos essenciais de agrotoxicos.

A constituigio quimica dos Oleos essenciais ¢ muito complexa,
chegando a algumas centenas de compostos com diferentes fungdes orgénicas.
Por outro lado, sua composi¢do quimica tem sido usada na taxonomia e filogenia
(Gottlieb & Salatino, 1987; Martins, 1996, Gongalves, 2001). Os terpenos,
derivados da rota do acido mevalénico, e os fenil-propanos, derivados da rota do
acido chiquimico, sdo as classes mais comumente encontradas. AlteragGes em
diversos fatores ambientais tém sido associadas a produtividade, & composigdo e
a quantidade dos constituintes dos 6leos essenciais (Clark & Menary, 1980;
Gongalves, 2001). Yani et al. (1993), estudando o efeito do estresse hidrico a
longo prazo no metabolismo e emissdes de terpenos em plantas de Cupressus
sempervirens, observaram uma forte diminuig&o de todos os grupos de terpenos,
acompanhada pela desidratago.

Penka (1978) estudando a produgdo dos Oleos essenciais em diversas
espécies medicinais, observou aumento na concentragio dos mesmos em 15

espécies, em condi¢des de cultivo sem irrigagéo.



Por outro lado, plantas irrigadas podem compensar o menor teor de
principios ativos com maior produgio de biomassa, o que resultard em maior
rendimento final de principio ativo por area, entretanto, a irrigagdo por
aspersdo, principalmente nas plantas que possuem éleo essencial localizade em
partes externas, como nas espécies da familia Labiatae, provoca forte redugdo no
teor de 6leo quando essa pratica € realizada proxima da colheita. (Corréa et al.,
1984).

De um modo geral, estudos realizados com a produgdo de dleo essencial
evidenciaram que a sua produgéo aumentou com suprimento de agua menos
frequente, isto é, quando as plantas tinham sido irrigadas nas fases criticas do
desenvolvimento (crescimento inicial e formagdo de gemas florais). Dessa
forma, a irrigagio em fases criticas do desenvolvimento parece ser 0 uso mais
eficiente da agua, sendo mais importante ainda nas regides onde ocorrem
periodos de seca mais prolongados (Franz, 1983).

Singh et al. (1997) observaram que em plantas de palmarosa
(Cymbopogon martinii) os niveis de irrigagdo nio afetaram a qualidade do dleo
em termos de seus conteados de geraniol e geranil acetato. Em gramineas
aromaticas existem dois importantes fatores que determinam o teor de dleo: a)
ha uma correlagdo negativa entre a producéo de erva e o conteido de 6leo e b)
plantas aromaticas sob condi¢des de estresse parcial acumulam uma maior
quantidade de 6leo em comparagdo com aquelas crescidas em condigdes normais
o que se confirmou neste estudo em plantas de palmarosa (Cymbopogon

martinii),

2.3 Cumarinas
Em torno de 40% dos compostos fendlicos provém da via do acetato,
sendo os 60% restantes originados da rota do chiquimato. Devido a diversidade

quimica e funcional, os compostos fenodlicos tém grande interesse dos
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pesquisadores em diversas areas, como biologia, quimica, medicina, ecologia e
agricultura (Siqueira et al., 1991).

Em relagdo a presenga dos compostos fenolicos nas plantas, a maioria
dos estudos relaciona esses compostos com estresses metabolicos, parede celular
e exsudados de raizes e sementes. Contudo, eles servem também como
pigmentos de flores, agem na protegdo constitutiva contra pragas e doengas,
funcionam como moléculas sinais e atuam como compostos alelopaticos, sendo
componentes estruturais e funcionais da matéria organica do solo (Siqueira et
al., 1991).

Entre os diversos compostos fendlicos existentes na natureza encontram-
se as cumarinas. Abundantemente distribuidas no reino vegetal, de um modo
geral, as cumarinas sfo derivadas da lactona do acido o-hidroxicindmico,
usualmente conhecido como cumarina, sendo o representante mais simples a
1,2-benzapirona (cumarina).

Com excegdo da 1,2-benzapirona, todas as cumarinas sdo substituidas
por um grupo hidroxila na posigdo 7. Esses grupos hidroxilas podem ser
metilados ou glicosados. E também muito comum a prenilagdo em varias
posigdes do esqueleto cumarinico, como, por exemplo, a prenilagdo no Cs ou Cy
que origina as pirano ou furanocumarinas lineares e angulares, respectivamente.
De acordo com Mann (1987), a biossintese da cumarina e demais cumarinas se
inicia com o 4cido cindmico, o qual provém da rota do 4cido chiquimico.

Muitas pesquisas evidenciam que as cumarinas tém varias atividades
biolégicas. As mais comuns sdo atividades anti-neopldsica, efeito narcotico,
hemostatico, sedativo, espasmalitico, anticoagulante, analgésico, regulador
hormonal (estrogénio) e vaso dilatador (Borges, 1987). As cumarinas também
tém sido incluidas na lista de substincias que tém efeito fitorregulador. A
escopoletina é um exemplo de cumarina que, em concentragdes diminutas,

promove o crescimento vegetativo (Steward & Krikorian, 1971; Goren &
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Tomer, 1971; Pereira, 1997). A Figura 1 mostra as principais classes de
cumarina e alguns exemplos de seus derivados, enquanto a Figura 2 apresenta
um esquema simplificado da rota de sua biossintese.

Experiéneias com secagem revelaram que com o caler, mesmo a
temperatura moderada de 40°C, a planta perde até 50% de seu teor de prineipio
ativo, a cumarina. A molécula de cumarina tem uma estrutura simples e o calor

provoca a redugéo de seu teor na planta (GUACO-Biotecnologia — 21/06/2002).
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CUMARINAS SIMPLES

0. 90

cumarina (1,2-benzopirona)

=R3 = H, R2 = OH; umbeliferona
Rl R3= H, R2 = OCHj;, hemiarina
R1 = R2 = OH, R3 = H; esculetina
R1 = OCH3, R2 = OH, R3 = H; escopoletina
R1 = OGle, R2 = OH, R3 = H; esculina
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,)\/\.)\/\o 3 )

ostol (cumerina C-prenilada) aurapteno (cumarina O-prenilada)
FURANOCUMARINAS
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psoraleno i halepensina
(linear) (angular) (lincar, prenilada)

PIRANOCUMARINAS

xantiletina (linear) GCOCH (CH)CHCH)
visnagina (angular)

CUMARINA DIMERICA CROMONA

dicumarol quelina (furanocromona)

FIGURA 1 — Tipos de cumarina. Adaptado de Simdes & Spitzer (1999). UFLA,
Lavras-MG, 2003.
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FIGURA 2 - Esquema de biossintesse de cumarina. UFLA, Lavras-MG, 2003.
Fonte: Castro, 2002.

2.4.0 Guaco
2.4.1 A espécie

Mikania glomerata (guaco) é uma espécie medicinal pertencente 3
familia das Asteraceas. O género Mikania é composto de aproximadamente 450
espécies distribuidas em regiGes tropicais na América, Africa e Asia. No Brasil a
espécie € encontrada desde a Bahia a Santa Catarina (Veneziani et al., 1999).
Mikania glomerata Sprengel ¢ também conhecida como coraggo de Jesus, guaco
liso, cipé caatinga € erva de cobra, além de guaco. E uma planta do tipo cipd-
trepadeira, de ramos lenhosos, largas folhas pecioladas, cordiforme-deltoides,
agudas no apice e curto-cordiformes na base, 5-7 nervuras, margens 1-2 lobadas,
glomérulos glomosos ou oblongos no 4pice dos ramusculos; involucro de 3-4
mm, escamas pequenas liguladas, castineas; corola infundibiliforme, limbo

maior que o tubo; fruto aquénio cilindrico e glabro; papus de 6 mm e 30 cerdas
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vermelho-pilido flexuosas, flores brancacentas (Correa, 1984). Desenvolve-se
bem em locais com clima ameno. Suas flores atraem abelhas e seu odor

agradavel, com leve aroma de baunilha, se torna mais intenso depois da chuva.

2.4.2 As propriedades terapéuticas

Hé muito a medicina popular receita o guaco (Mikania glomerata e
Mikania laevigata) para problemas respiratérios. Popularmente, o guaco ¢ um
dos fitoterapicos de maior consumo, utilizado principalmente nas afecgSes
respiratorias. Entretanto, atualmente sabe-se que as propriedades fisioterapicas
desta espécie nativa da Mata Atlantica vdo muito além do seu uso popular
(GUACO-Biotecnologia — 21/06/2002).

Estudos desenvolvidos no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA) da Unicamp revelaram outros
efeitos farmacolégicos desta planta. Entre eles uma pesquisa iniciada em 1998
por uma equipe de professores da Unicamp. A pesquisa foi realizada com duas
espécies de guaco (Mikania glomerata e Mikania laevigata) e dividida em trés
etapas, sendo que a primeira consistiu do cultivo controlado e em grande escala
desta espécie, a segunda foi a extragdo e purificagdo do extrato, com o objetivo
de identificar quimicamente suas substéncias ativas, e a terceira teve a finalidade
de comprovar suas propriedades farmacologicas e toxicologicas.

Foi constatado, em animais de laboratorio, que os extratos de guaco
diminuiram as lesdes ulcerativas resultante do uso prolongado de
antiinflamatérios, abuso de bebidas alcodlicas e estresse, que respondem pela
maioria dos casos de ulcera gastroduodenal. A atividade do guaco foi muito
superior & de outras plantas utilizadas contra ulcera, como espinheira-santa
(Maytenus ilicifolia). Segundo os pesquisadores, isto ¢ uma conseqiiéncia da
diminuigfo da liberagdo de 4cido estomacal, provocada pela cumarina, principio

ativo responsivel pelo odor de baunilha do guaco. Esta diminuigdo &
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consequéncia do bloqueio dos receptores do neurotransmissor acetilcolina. Estes
mesmos receptores estdo presentes no sistema respiratorio e sua estimulagio,
pela acetilcolina, produz broncoconstrigio ¢ aumento de secre¢dio. Assim, o
bloqueio desses receptores pelos principios ativos do guaco provoca a
broncodilatagdo e a diminuigdo da secregdo bronquica. Portanto, o mesmo
mecanismo envolvido na atividade antiulcerogénica do guaco é considerado
responsavel pela atividade broncodilatadora e anti-secretora que ele exerce no
sisterna respiratorio.

Outras pesquisas, realizadas ainda pela Unicamp, revelaram que os
extratos de guaco provocaram inibigdo do crescimento e¢ a morte dos
microrganismos responsaveis pela formagéio da placa bacteriana. Além disso,
demais pesquisas revelaram que os extratos de guaco também inibiram o
crescimento de fungos responsaveis pela candidiase.

A fase atual é de estudo de outras substancias, como acidos diterpénicos,
nos principios ativos do guaco que atuam contra o céncer. Tem sido testado
também o extrato de guaco in vitro em cinco linhagens tumorais — mama, mama
resistente a medicamentos conhecidos, melanona, leucemia e pulmio. Os
resultados apontaram uma forte agdo inibidora do crescimento e morte das
células tumorais humanas. Sua agfo foi mais eficiente no melanoma, com 78%
de morte de células. Nos demais tumores, o indice ficou entre 40% e 50%. Neste
estudo, o pesquisador ressalta que a ago poderosa do guaco na morte de células
cancerosa faz surgir uma preocupagdo quanto a uma possivel toxicidade para as
células normais, o que ainda ndo foi avaliado (GUACO-Biotecnologia,
21/06/2202). Outra etapa dessa pesquisa expande para quatro outros tipos de
tumor — préstata, ovario, rim ¢ cblon — ¢ também envolve a utilizagdo de
modelos de teste in vivo com animais de laboratorio.

Outros estudos também tém sido realizados com o objetivo de avaliar a
atividade dos extratos de guaco como regulador de fertilidade. Sa et al. (2003)
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analisaram o efeito de altas doses do extrato de Mikania glomerata
administrados durante o ciclo espermatogénico de ratos, sugerindo um possivel
papel desta planta como um potente agente na regulagdo da fertilidade
masculina.

Como exposto acima, a espécie apresenta um grande potencial
terapéutico, entretanto, a caréncia de estudos sobre as condigdes mais favoraveis
para a sintese dos compostos de interesse justifica o desenvolvimento de
pesquisas que visem compreender como os diferentes fatores do ambiente

afetam a sintese desses compostos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideracdes gerais e condi¢des experimentais

O presente trabalho foi conduzido de setembro de 2002 a fevereiro de
2003, em condigdes de casa de vegetagdo no Setor de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia na Universidade Federal de Lavras — UFLA, Minas
Gerais localizada na regifo sul do estado de Minas Gerais a 918 m de altitude,
latitude 21° 14” S e longitude 45°00 GRW. A média anual de temperatura do ar é
de 19,4°C e as médias anuais de temperatura do ar maxima e minima sio,
respectivamente, de 26,1°C e 14,8°C, sendo a precipitagdo total anual de 1529,7
mm (Brasil, 1992). De acordo com a classificagio climatica de Koppen, o clima
regional € do tipo Cwa, apresentando duas estagdes bem definidas: seca, com
temperaturas mais baixas, de abril a setembro, e chuvosa, com temperaturas
mais elevadas de outubro a margo.

As mudas de guaco foram obtidas a partir de propagagéo vegetativa por
meio de estacas com 15 cm, retiradas do tergo médio dos ramos com um par de
folhas e colocadas em bandejas de poliestireno expandido (isopor) e mantidas
por 55 dias no viveiro do Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal
de Lavras — UFLA. O substrato utilizado foi o de PLANTMAX.

Apbs este periodo as plantas de guaco foram levadas para o viveiro do
Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia-UFLA e as estacas
foram transplantadas em vasos de PVC com didgmetro de 20 ¢cm e capacidade
para 6 litros de substrato e tutoradas por meio de estacas de bambu. O substrato
utilizado para o transplantio em vasos foi composto de vermiculita, esterco
bovino e terra de subsolo (Latossolo Vermelho Escuro-LVE), na proporgdo de

20:30:50. A vermiculita utilizada foi a de granulometria fina, com densidade
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aparente de 125 kg/m®; o esterco bovino foi curtido e peneirado. A analise

mineral do solo utilizado na composigdo do substrato encontra-se na tabela 1.

TABELA 1. Analise quimica do solo utilizado como substrato para transplante
das mudas de guaco para 0s vasos.

PARAMETROS SUBSTRATO
pH em Agua 6,2
P (mg/dm®) 29,9
K (mg/dm’) 222
Ca (cmolc/dma) 5,7
Mg (cmolc/dm®) 1,9
Al (cmolc/dm®) 0
H+ Al (cmolc/dm’) 1,1
SB (cmolc/dm’) 8,2
t (cmolc/dm:’) 8,2
T (cmolc/dm’) 9,3
V (%) 88,1
MO (dag/Kg) 0
P-rem (mg/L) 11,2

Analises realizadas no Laboratério de Fertilidade do Solo, do Departamento de
Ciéncias do Solo da UFLA, 2003.

Nestas condigdes de viveiro, sob tela tipo sombrite, com redugéio de 50
% da radiagdo solar, as plantas de guaco permaneceram por 40 dias. Durante
este periodo as plantas foram regadas diariamente, mantendo-se, assim, o
substrato proximo a capacidade de campo. Apds este periodo as plantas de
guaco foram transferidas para casa de vegetagdo do Setor de Fisiologia Vegetal
do Departamento de Biologia-UFLA e submetidas a trés regimes hidricos: rega

diaria (controle), rega a cada 5 dias a partir dos 3 meses de idade (estresse
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3.2.2 Caracteristicas anatémicas

Ao final do experimento, que correspondeu a 13 dias de suspenséo total
da rega para o estresse severo, foram retiradas amostras de raiz e folha de
plantas de todos os tratamentos, para o estudo comparativo da estrutura
anatdmica de folha e raiz. Tal estudo foi realizado no Laboratorio de Anatomia
do Departamento de Biologia da UFLA.

A estrutura anatomica foliar foi estudada a partir de um par de folhas
retiradas no tergo médio da planta do quarto ao sétimo interné. Foram utilizadas
para estas avaliagdes, 6 plantas de cada tratamento, perfazendo um total de 12
folhas por tratamento. As folhas assim coletadas foram fixadas em dlcool etilico
70% e armazenadas até a realizagdo dos cortes.

De cada folha foram extraidos fragmentos de 0,5 cm’ da regidio mediana
e com os quais foram efetuados os estudos anatomicos com base no exame
microscopio de segdes obtidas a mdo livre. As segdes foram clarificadas em
solucdo a 50% de hipoclorito de sodio, sendo, em seguida lavadas em agua
destilada, neutralizadas em agua acética 1% e montadas em glicerina a 50%. O
corante usado foi 4 mistura azul de astra-safranina seguindo os métodos
descritos por Bukastsh (1972).

Para as avaliagbes relativas ao niimero médio de estdmatos por mm®,
didmetro polar e equatorial ¢ nimero de células (epiderme da face abaxial),
foram realizados cortes paradérmicos manuais. Os cortes foram realizados na
regidio mediana das folhas, colocados sobre uma ldmina com safranina mais agua
glicerinada e observados com o auxilio de camara clara, em microscopio
Olympus CBB, segundo a técnica de Labouriau et al. (1961). As observagdes
foram realizadas com 10 laminas, sendo 4 campos de cada uma, totalizando 40
repetigdes por cada tratamento. O indice estomdtico (Si) foi calculado da
seguinte maneira: Si(%)=[Sn/(Sn+Em)] x 100, sendo Sn o nimero de estomatos

e 0 Em o niimero de células epidérmicas.
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3.2.1 Potencial hidrico e trocas gasosas

Durante o periodo de indugdo do estresse severo, cuja duragéo foi de 13
dias, medigbes de trocas gasosas foram realizadas periodicamente com o uso de
um analisador portatil de CO, a infravermelho (IRGA), modelo ADC-LCA-4
(Hoddesdon, UK), em todos os tratamentos. Foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: taxa de fotossintese liquida (A), transpiragdo (E), conduténcia
estomatica (gs), concentragio de CO intercelular (Ci), densidade de fluxo de
fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA), temperatura da folha (Tf) e da
cubeta (T) e umidade relativa (UR). A partir dos dados de umidade relativa e
temperatura da cubeta, foram obtidos os valores de déficit de pressdo de vapor
da atmosfera da cubeta.

As avaliagdes foram feitas nos horarios de 9 e 12 horas (hora solar),
sempre nas mesmas folhas adultas e sadias, previamente escolhidas e marcadas
no tergo médio de cada planta. As avaliagdes seguiram-se a cada 3 dias a partir
do dia de suspensdo total da rega das plantas submetidas ao estresse severo,
entretanto o primeiro dia de avaliagdo correspondeu ao segundo dia apés a
indug&o do estresse severo.

A avaliagio do estado hidrico das plantas durante o periodo
experimental foi realizada através de medidas do potencial hidrico foliar
maximo, medido antes do amanhecer, nos mesmos dias de avaliagdo das trocas
gasosas. Para isso, utilizaram-se folhas completamente expandidas, retiradas na
mesma posigdo de cada planta, ou seja, no tergo médio das mesmas. O potencial
hidrico foliar méaximo foi medido com auxilio de uma bomba de pressdo (Soil
Moisture — Modelo 3005). As caracteristicas de trocas gasosas e potencial

hidrico foram realizadas em 4 plantas, utilizando-se uma folha por planta.
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3.2.2 Caracteristicas anatomicas

Ao final do experimento, que correspondeu a 13 dias de suspensio total
da rega para o esltresse severo, foram retiradas amostras de raiz e folha de
plantas de todos os tratamentos, para o estudo comparativo da estrutura
anatomica de folha e raiz. Tal estudo foi realizado no Laboratério de Anatomia
do Departamento de Biologia da UFLA.

A estrutura anatémica foliar foi estudada a partir de um par de folhas
retiradas no tergo medio da planta do quarto ao sétimo internd. Foram utilizadas
para estas avaliagdes, 6 plantas de cada tratamento, perfazendo um total de 12
folhas por tratamento. As folhas assim coletadas foram fixadas em alcool etilico
70% e armazenadas até a realizagdo dos cortes.

De cada folha foram extraidos fragmentos de 0,5 cm’ da regido mediana
e com os quais foram efetuados os estudos anatdmicos com base no exame
microscopio de segdes obtidas a mio livre. As segdes foram clarificadas em
solugdo a 50% de hipoclorito de sddio, sendo, em seguida lavadas em agua
destilada, neutralizadas em agua acética 1% e montadas em glicerina a 50%. O
corante usado foi a mistura azul de astra-safranina seguindo os métodos
descritos por Bukastsh (1972).

Para as avaliagGes relativas ao niimero médio de estématos por mm?,
didmetro polar e equatorial e namero de células (epiderme da face abaxial),
foram realizados cortes paradérmicos manuais. Os cortes foram realizados na
regido mediana das folhas, colocados sobre uma lamina com safranina mais agua
glicerinada e observados com o auxilio de cémara clara, em microscopio
Olympus CBB, segundo a técnica de Labouriau et al. (1961). As observagdes
foram realizadas com 10 laminas, sendo 4 campos de cada uma, totalizando 40
repetigdes por cada tratamento. O indice estomdtico (Si) foi calculado da
seguinte maneira: Si(%)=[Sn/(Sn+Em)] x 100, sendo Sn o namero de estdmatos

e 0 Em o niimero de células epidérmicas.
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Para medi¢Bes das espessuras das epidermes abaxial e adaxial e dos
parénquimas paligadico e lacunoso foram feitos cortes transversais, os quais
foram submetidos ao processo de dupla coloragdio com safranina — azul de astra
na proporgdo 7:3, segundo Bukastsh (1972). As observagdes foram realizadas
através do preparo de 5 ldminas com visualizagdo de 3 medigGes em cada ldmina
perfazendo um total de 15 repetigdes por tratamento.

[ Para o estudo da anatomia de raiz, foram utilizadas raizes de 3 plantas de

' cada tratamento escolhidas aleatoriamente, as quais foram previamente lavadas
em peneiras, acondicionadas e fixadas com solugdes de FAA-70 (formaldeido +
4cido acético + alcool etilico 70%) por 48 horas e depois conservadas em
solugdo alcool 70%.

As técnicas para confecgdo das 1dminas para os cortes de raiz seguiram
as mesmas utilizadas para os cortes transversais de folhas. Os cortes foram feitos
na regido da raiz em estrutura primaria de crescimento. As caracteristicas
avaliadas nas raizes foram: espessura da epiderme, espessura do cortex, didmetro
do cilindro vascular e didmetro de elementos de vaso.

Para medigdo de espessura da epiderme, espessura do cortex e didmetro
do cilindro vascular foram feitas 6 laminas, sendo duas medigdes por lamina,
totalizando um total de 12 repeti¢des por tratamento; para medi¢do de didmetro
de elementos de vaso foram utilizadas 3 1dminas com 4 medi¢8es por tratamento

resultando um total de 12 repetigdes por tratamento.
3.3 Caracterizacdo e quantifica¢io de compostos quimicos
3.3.1 Teor de 6leo essencial e composi¢io quimica
Para extragio dos componentes volateis das folhas de guaco, foram
utilizadas duas plantas de cada tratamento. A coleta do material foi feita entre

7:30 € 9:00 hs da manha.
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Foram utilizados 50 gramas de folhas frescas de guaco para 700 mL de
agua destilada, as quais foram submetidas & técnica de hidrodestilagio em
aparelho de Clevenger modificado por uma hora. Esta técnica consiste em
promover o aquecimento, até a ebuligdo, de um baléo contendo a planta e a agua
destilada. Desse modo, a mistura de vapores produzida ¢ conduzida através do
aparelho de Clevenger modificado, onde ocorre a condensagio dos vapores,
sendo o hidrolato (mistura dgua/6leo essencial) recolhido em um tubo coletor do
aparelho. Tal procedimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos
do Departamento de Agricultura da UFLA.

Cerca de 100 mL de hidrolato, recolhidos de cada hidrodestilagdo, foram
entdio submetidos a extragdo do dleo com 3 porgSes de 25 mL de diclorometano
em funil de separagdo. Os extratos orgénicos provenientes deste fracionamento
foram reunidos € secos com uma pequena porgdo de sulfato de magnésio anidro.
O sal foi removido por filtragdo simples e o solvente evaporado em rotavapor.

Os produtos obtidos da rotaevaporagdo foram transferidos para frascos
de vidro de 30 mL e levados & estufa a 30°C até a completa evaporagdo do
solvente, sendo entdo determinado o teor percentual do 6leo. A seguir os frascos
contendo o dleo foram recobertos por papel aluminio e mantidos em geladeira
até o momento da sua andlise quimica.

Para analise quimica do éleo de guaco, utilizou-se a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) em cromatografo HP-
5890, sob as segnintes condigdes de operagdo: coluna HP Ultra 2 (25 x 0,2 mm x
0,33 pm), temperatura do injetor 250°C, gas de arraste hélio (1mL/min), razio
de split 1:20, energia de impacto eletrénico 70 eV com programacdo de
temperatura : 45°C/2 min, 5°C/min até 280°C. Para a caracterizagio, 0s espectros
obtidos foram comparados com a biblioteca Wiley 275 PBM Format e os

padrdes de similaridades estruturais foram relacionados.
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3.3.2 Extracio e quantifica¢do da cumarina

A extragdo da cumarina foi realizada no Laboratério de Microbiologia
do Departamento de Biologia - UFLA e a quantificagdo na Estagdo da EPAMIG-
UFLA. Para extragdo e quantificagdo da cumarina foram utilizadas 3 plantas por
tratamento. As fothas de toda a planta foram coletadas entre 7:30 e 9:00 da
manhi. As folhas foram armazenadas em sacos de papel, devidamente
identificadas e colocadas para secar em estufa a 35°C até peso constante. Em
seguida, a matéria seca foi triturada em moinho até o didmetro de 48 mesh.

A metodologia de quantificagio da cumarina em Mikania glomerata
(Figura 4) foi desenvolvida por Celeghini et al. (1996). Amostras de um grama
de matéria seca foram submetidas & extragdo em 10 mL de solugdo etanol/agua
(1:1 v/v) por 10 minutos, utilizando-se ultra-som. O extrato foi filtrado em papel
de filtro e posteriormente, analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). O cromatégrafo usado foi da marca Shimadzu, modelo LC-10 AD com
detector espectrofotométrico de absorbancia UV e visivel (arranjo de dados
SPDM-M10A). Foi utilizada uma coluna de fase reversa metasil 5 u C18 ODS,
particula de Spm (250 x 4.6 mm d.i.). A acetonitrila/agua (40:60 v/v) foi usada
como fase movel e o fluxo foi de 1 mL/minuto, sendo 254 nm o comprimento de

onda méximo empregado na andlise.
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1 g de material seco + 10 mL de etanol/agua 1:1

ﬂ

Maceraggo ultra-som

ﬂ

Filtragéo em papel de filtro

ll

Extrato bruto

ﬂ

Filtragdo (filtro para CLAE)

ﬂ

Andlise em CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

FIGURA 4. Esquema da metodologia usada para anilise de cumarina em
Mikania glomerata. UFLA, Lavras-MG, 2003. Fonte: Castro,
2002.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microclima

Conforme pode ser observado na Figura 5, durante o periodo de
avaliagio experimental de trocas gasosas, caracterizado por dias apés a
suspensdo da rega (DASR) das plantas submetidas ao estresse severo, a
densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA) situou-se na
faixa de 700 pmol m? s pela manhi (nove horas), enquanto ao meio dia variou
entre 1200 a 1700 umolm™s™. O déficit de pressdo de vapor (DPV) permaneceu
praticamente constante durante a manhd, em tomo de 2 kPa. Ao meio-dia as
oscilagbes foram mais acentuadas, variando de 2,5 a valores préximos de 4 kPa.
Estes dados indicam que os dois horarios de observagdo eram tipicos de

diferentes demandas evaporativas da atmosfera.

27



5
«® :00HS
—4— 12:00 HS
4 4
v
a 3
3
e
2
o 2
1
4
=
c“; 1m e
o
E
°
E 100 {
= e
B e Yy i
3 gt
i oo
g w1 T 3
o

FIGURA 5. Densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA) e
déficit de pressdo de vapor (DPV) durante o periodo experimental,
caracterizado por dias ap6s a suspensdo da rega (DASR) de plantas
de Mikania glomerata Sprengel, submetidas ao estresse hidrico
severo. Cada ponto representa a média de 12 repetigbes =+ erro
padrdo. UFLA, Lavras-MG, 2003.

4.2 Potencial Hidrico

As avaliagdes de potencial hidrico foliar maximo das plantas de guaco
(Figura 6) indicaram um comportamento distinto entre os tratamentos
submetidos aos diferentes regimes hidricos. Foi observado que as plantas
submetidas a rega diaria (controle) apresentaram valores médios de potenciais
hidricos aproximadamente constantes em torno de —0,25 MPa durante todo o
decorrer do periodo de avaliagdo das trocas gasosas, enquanto para as plantas
submetidas ao estresse hidrico moderado, foram observados valores de

potenciais hidricos que variaram entre —0,75 a —0,35 MPa. As oscilagbes
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observadas neste tratamento sdo associadas ao efeito da rega realizada com
intervalos de 5 dias com subsequente recuperagfo. Ja para as plantas submetidas
a suspensdo total da rega (estresse hidrico severo), verifica-s¢ um decréscimo
continuo do potencial hidrico, atingindo um valor médio de —1,5 MPa no final
do experimento, indicando que néo houve nesse periodo indugdo de mecanismos
que contribuissem para a manutengdo do estado hidrico, como por exemplo, um
ajustamento osmotico, como foi observado em quinéia (Chenopodium quinoia)
(Jensen et al., 2000) sob condig#o de estresse hidrico severo.

Nota-se nas plantas submetidas ao estresse hidrico severo, que a redugéo
do potencial hidrico ¢ mais acentuada a partir do oitavo dia apos a suspensdo
total da rega. Estes resultados indicam que o regime hidrico afetou o estado
hidrico das plantas, sendo que no tratamento estresse hidrico moderado, a
freqiiéncia da rega permitiu uma manutengio do potencial hidrico das plantas
em valores acima de —0,8 MPa, que nfio caracteriza uma condigdo de murcha
severa, como foi observado nas plantas do estresse hidrico severo ao atingirem
valores médios de potenciais em torno de —1,5 MPa.

Plantas submetidas a um estresse hidrico moderado geralmente
apresentam um ajustamento osmotico como resposta de adaptagio a um estresse
hidrico, como relatado em estudos com trigo (Triticum sp), copaiba (Copaifera
langsdorffii) e acerola (Malphigia emarginata) (Vilela & Moraes, 1986; Prado,
1991 e Nogueira et al., 2001). O ajuste osmético ¢ uma resposta adaptativa das
plantas e tem grande importéncia na manutengo do crescimento, aumentando a
sobrevivéncia das plantas durante periodos de seca (Begg & Tumner, 1976;
Nogueira, 2001).
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FIGURA 6. Potencial hidrico foliar antes do amanhecer dias ap6s a suspenséo
(DASR) total da rega de plantas de Mikania glomerata Sprengel,
submetidas a diferentes regimes hidricos. A seta indica o dia de
rega no tratamento estresse hidrico moderado. Cada ponto

representa a média de 4 repetiges + ermro padrdo. UFLA, Lavras-
MG, 2003.

Observa-se também, na Figura 6, que plantas submetidas ao estresse
hidrico moderado (rega a cada 5 dias) no segundo dia de avaliag@o recuperaram
o potencial hidrico com niveis proximos do tratamento com rega didria
(controle). Este dia de avaliagdo corresponde a 48 horas ap6s a ultima rega deste
tratamento. Entretanto, entre o terceiro € o quarto dias de avaliagdo das trocas
gasosas, quando as plantas submetidas ao estresse hidrico moderado foram
novamente irrigadas, as mesmas ndo apresentaram recuperagdo do seu potencial
hidrico, 0 que pode ter sido devido a maiores niveis de radiagdo e elevados
valores de DPV, registrados neste periodo (Figura 5). Estes dados mostram os
efeitos do DPV e altos niveis de radiagdo sobre o estado hidrico destas plantas, o
que sugere que o nivel de irrigagdo neste periodo ndo foi suficiente para
compensar as perdas de dgua através da transpiragdio neste periodo. Outro
aspecto a ser destacado ¢ que, sob condigdes de casa de vegetagdo, a medida que

a radiagdo solar aumenta, a temperatura se eleva e a umidade atmosférica
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diminui. Assim, as respostas dos diversos processos metabolicos da planta
refletem a integragio de todos estes fatores, ¢ cada um deles, individualmente,

tem sua ago sobre o processo considerado (Medina et al., 1999).

4.3 Trocas gasosas

A Figura 7 ilustra os resultados obtidos para trocas gasosas nos horarios
de 9 e 12 horas ao longo do periodo de suspensdo da rega para as plantas
submetidas ao estresse severo. A condutincia estomética para os tratamentos
com rega diaria (controle) e rega a cada 5 dias (estresse hidrico moderado), em
geral apresentaram valores mais elevados no horario das 9 horas do que no
horario de 12 horas, indicando assim um comportamento de resposta estomatica
em fungio da demanda evaporativa da atmosfera, niveis de radiagdo e
temperatura do ar. Diversos autores relatam comportamento semelhante em
condigdes em que ndo ha restriges de oferta de dgua (Tenhuen et al., 1987;
Quick et al., 1992; Machado et al., 1994; Syvertsen & Lloyd, 1994; Brakke
&Allen, 1995; Tognetti, 1998; Medina & Machado, 1998; Medina et al., 1999).
O fechamento parcial dos estdmatos em resposta ao aumento do DPV e da
temperatura é considerado uma adaptago evolutiva para a conservacdo da agua,
principalmente em regiGes onde ha alta demanda evaporativa da atmosfera
(Quick et al., 1992; Syvertsen & Lloyd, 1994; Bohnert & Jensen, 1996; Oliveira,
2002). Em relagdio ao estresse severo, embora no periodo inicial de induggo do
estresse (até 5 DASR) seja observado um comportamento semelhante aos outros
tratamentos em resposta i variagdo da demanda evaporativa da atmosfera, nota-
se a partir do quinto dia apds a suspenséo total da rega, que a condutancia reduz
gradativamente, atingindo valores proximos de zero em ambos os horarios de
avaliagdo, em fung¢do dos dias sem irrigagdo.

Com relagdo a transpiragdo, os maiores valores foram observados para

as plantas submetidas & rega didria, sendo que, em geral, as condigdes
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microclimaticas ndo alteraram a taxa transpiratoria. As plantas submetidas ao
estresse hidrico severo apresentaram taxas de transpiragdo praticamente nulas no
final do experimento, provavelmente devido aos baixos valores de potencial
hidrico nestas plantas. Por esses resultados pode-se inferir que o comportamento
estomatico ao longo desse estresse hidrico severo dependeu mais do potencial da
4gua da folha e de sua relagdo com o potencial da agua do solo do que de outros
fatores do ambiente, tais como luz e umidade relativa, concordando com
resultados encontrados em Sivukamar & Shaw (1978) e Nogueira et al. (2001).

As plantas submetidas ao regime de rega diaria apresentaram valores
médios de fotossintese entre 2 e 7 umol CO; m? s” no horério das 9 horas e 2,5
pmol CO; m? s no horario de 12 horas, uma queda que pode ser atribuida a um
fechamento estomatico no horario de maior demanda evaporativa da atmosfera,
como observado também por diversos autores em outros estudos (Medina
Machado, 1998; Medina et al., 1999).

No estresse hidrico moderado, observaram-se valores médios de
fotossintese com variagdes mais acentuadas em ambos os horarios de avaliagdo.
No horério de 9 horas, os valores variaram de 4 a 7 pmol CO, m? s”, e no
horario de 12 horas de 1 a 7 pmol CO, m™? s™. Para o estresse hidrico moderado
as taxas fotossintéticas ndo apresentaram grandes diminui¢des para o horario de
maior demanda evaporativa da atmosfera, revelando, portanto, uma manuten¢éo
de uma taxa fotossintética geralmente superior em relagdo ao controle. Este
comportamento foi verificado também em estudos realizados por Medina et al.
(1999), que sugeriram que o fechamento parcial dos estdmatos e a alta
disponibilidade de radiagdo e de 4agua resultam em uma diminuigdo da
fotossintese, com implicagdes sobre a produgéo.

Observa-se também que os maiores valores médios de fotossintese
encontrados nas plantas submetidas ao estresse moderado coincidiram com o dia

subseqiiente a rega, sugerindo uma possivel relagdo positiva entre o potencial
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hidrico foliar e a recuperagio da fotossintese. Este comportamento de
fotossintese em plantas submetidas ao estresse hidrico moderado foi constatado
também por Brestic et al. (1995). Pode ser que as plantas submetidas ao estresse
hidrico moderado desenvolvam mecanismos de adaptagdo a seca permitindo-
lhes uma melhor estruturagio de tecidos do mesofilo adquirindo assim, uma
maior capacidade fotossintética, principalmente no horario de maior demanda
evaporativa da atmosfera. Esta condigfio pode ser um resultado de diferenciagdes
nas caracteristicas anatomicas foliares desenvolvidas ao longo do periodo de
estresse hidrico moderado, fato também observado por Chartzoulakis et al.
(1999).

Ja as plantas submetidas ao estresse hidrico severo apresentaram um
acentuado declinio nas taxas de fotossintese a partir do oitavo dia apdés a
suspensdo da rega, atingindo valores proximos de zero em ambos os horérios de
avaliagfio das trocas gasosas, coincidindo também com uma forte diminuigdo do
potencial hidrico foliar. Medina et al. (1999) explicaram o comportamento da
fotossintese durante periodos de seca em fungdio do balango hidrico, ou seja,
com a intensificagio de um balango hidrico cada vez menor, o potencial hidrico
da planta torna-se também cada vez menor € o aparato estomatico
progressivamente mais fechado, principalmente durante a 2° metade do dia.

A diminuigdo nas taxas de fotossintese foi associada ao fechamento
estomatico devido as alteragBes ocorridas no estado hidrico das plantas
submetidas a deficiéncia hidrica. Com a evolugéo do estresse hidrico, tanto a
fotossintese quanto a condutancia estomética decairam progressivamente com o
ciclo de estresse hidrico juntamente com o potencial hidrico medido antes do
amanhecer. Também Brakke & Allen (1995) e Medina & Machado (1998)
associaram as quedas nas taxas de fotossintese com elevadas temperaturas e
altos déficits de pressdo de vapor com intensificagdo desses efeitos quando

houve deficiéncia hidrica no solo.
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Em geral, sob deficiéncia hidrica a queda na taxa de fotossintese
inicialmente é devida ao fechamento dos estdmatos, 0 que minimiza a perda de
agua pela transpiragdo (Chaves, 1991; Regina & Carbonneau, 1996; Medina et
al., 1999; Moriana et al.,, 2002). No entanto, o fechamento estomatico tem
conseqiiéncias complexas, requerendo ajustamento nos niveis de fotossintese e
respiragdo, alterando fluxo de ions, nutrientes e mudangas na alocagdo de
carbono e nitrogénio. Reduzindo ou anulando a transpiragfo, o sistema de
conversdo de energia nos cloroplastos é afetado, devido 2o CO, tornar-se um
fator limitante e as reagGes dependentes da dgua tornarem-se menos efetivas. A
condigdo resultante chamada fotoinibigdo pode levar a prejuizos irreversiveis
nos compartimentos do cloroplasto (Bohnert & Jensen, 1996). Além disso,
baixos valores de potencial hidrico impedem imediatamente o processo
fotossintético, principalmente devido ao prejuizo causado ao transporte
eletronico e a fosforilagdo oxidativa (Chartzoulakis et al., 1999, Chartzoulakis et
al,, 2002).

Nas plantas submetidas ao regime de rega diaria e estresse hidrico
moderado, a concentragdio de CO, intercelular apresentou-se relativamente
constante em ambos os horarios de avaliagéo de trocas gasosas respondendo a
variag¢Ges de condutincia estomatica. De um modo geral, quando a condutincia
estomatica diminui, aumenta a concentragdo de Ci. Este comportamento foi
observado com acentuada nitidez nas plantas submetidas ao estresse hidrico
severo nas plantas de guaco, principalmente a partir do oitavo dia apos a indugéo
do estresse severo. Oliveira et al. (2002) verificaram aumento de Ci sob baixos
valores de conduténcia estomatica quando o potencial de 4gua da folha diminuiu
para —1,9 MPa em plantas de pupunha (Bactris gasipaes Kunt). Machado et al.
(1999) sugeriram que o aumento da concentragdo interna de CO,, sob baixos
valores de potencial de agua na folha, pode estar relacionado 4 queda na

atividade de enzimas envolvidas no processo de fixagdo de CO,, concordando
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com Brodribb (1996), o qual atribuiu este fato a uma diminuigdo da atividade da

rubisco devido a efeitos diretos de desidratagdo nas fungdes do cloroplasto.
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FIGURA 7. Condutincia estomatica (gs), transpiragdo (T), Fotossintese (A) e
concentraggo de CO, intercelular (Ci) avaliados durante o periodo
experimental, caracterizado por dias ap6s a suspensdo total da rega
(DASR) no tratamento do estresse severo de plantas de Mikania
glomerata Sprengel, submetidas a diferentes regimes hidricos. Cada
ponto representa a média de 4 repetigSes £ o erro padrdo. UFLA, Lavras-
MG, 2003.
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Em todos os tratamentos, também foi observada uma estreita relagédo
entre a assimilagio de CO,, a transpiragéo e a condutincia estomatica em ambos
os horarios de avaliagdo, ou seja, uma maior condutdncia estomatica
correspondeu a uma maior transpiragdo nas plantas de guaco submetidas aos
diferentes regimes hidricos e, consequentemente, a uma maior taxa de
assimilagdo de CO,. A forma como a taxa de assimilagdo de CO, relaciona-se
com a condutincia estomatica tem importancia ecoldgica, pois se a assimilagéo e
a condutincia variam proporcionalmente, numa relaggo linear, é possivel que a
concentragdo interna de CO, e a eficiéncia no uso da 4gua (razdo entre
assimilagdo de CO, e transpiragdo) se mantenham constantes, no sentido de

otimizagdo das trocas gasosas (Schulze & Hall, 1982).
4.4 Caracteristicas anatomicas

4.4.1 Efeitos de diferentes regimes hidricos na anatomia foliar

Para as caracteristicas niimero de células e indice estomatico, foram
verificadas diferengas entre os tratamentos (controle, estresse moderado e
estresse severo), sendo encontrado o maior nimero de células nas folhas das
plantas submetidas ao estresse hidrico moderado e maior indice estomatico nas
plantas submetidas ao estresse severo (Tabela 2). Estes resultados demonstram
que na folha de guaco € possivel sugerir que, além da alteragdo na expansdo
celular, a taxa de diferenciagido dos estomatos seja influenciada pelos diferentes
regimes hidricos.

Para o niimero de estdmatos, os maiores valores foram verificados nas
plantas submetidas ao estresse moderado € severo, o que pode ter contribuido
para uma réapida redugdio das taxas de transpiragdo em ambos os horarios de

avaliagdo das trocas gasosas destas plantas. Além disso, um maior nimero de

L estomatos pode favorecer a difusdio de CO, da atmosfera, aumentando, assim, a

36



taxa fotossintética em condigdes em que os estdmatos encontram-se
parcialmente fechados. Com relagdo ao didmetro polar e equatorial dos
estématos ndo foram verificadas diferengas entre os tratamentos das plantas de

( Mikania glomerata Sprengel (Tabela 2).

TABELA 2. Numero de células, nimero de estomatos e indice estomatico,
didmetro polar e equatorial dos estdmatos de plantas de guaco
submetidas a diferentes regimes hidricos. UFLA, Lavras-MG,

2003.
Numero de I;I:trgler:t de Indice Diémetro Didmetro
Tratamento ce'lul%s /n?:nzos estomatico polar  equatorial
/mm % (nm) (nm)

Controle 1022,310c 162,801b 13,809 ¢ 2,890 a 2317 a
Moderado  1255410a 216,450 a 14,819b 2,891 a 2,320 a
Severo 1164,020b 226,070 a 16288a = 3,01la 2,330 a

Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo dlferem entre si pelo Teste de
Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

A Figura 8 apresenta fotomicrografias de se¢Ses paradérmicas da
epiderme abaxial das folhas de Mikania glomerata Sprengel (guaco) submetidas
a diferentes regimes de rega. Nota-se, entdo, que as plantas submetidas aos
diferentes regimes de rega ndo apresentaram diferengas com relagdo as
caracteristicas de células epidérmicas em todos os tratamentos. Estas células
apresentaram forma poligonal varidvel, com paredes sinuosas espessadas, como
também observado por Castro (2002), trabalhando com guaco sob diferentes

fotoperiodos e niveis de sombreamento.
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FIGURA 8. Vista frontal da epiderme abaxial da folha de Mikania glomerata
Sprengel submetida a diferentes regimes hidricos: controle (A),

moderado (B) e severo (C). A barra corresponde a 50pum. UFLA,
Lavras-MG, 2003.
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TABELA 3. Espessuras da epiderme abaxial, parénquima lacunoso,
parénquima paligadico, epiderme adaxial e limbo foliar das
folhas de Mikania glomerata Sprengel submetidas a diferentes

— S

regimes hidricos.

Epiderme Parénquima Parénquima Epiderme Limbo
Tratamento ~ Abaxial Lacunoso  Paligddico  Adaxial Foliar

(pm) (um) (um) (um) (pm)

Controle  12,688ab 121,728 ab 69,776 a 23,152ab 227,344 ab
Moderado 11,568 b 134,832a 72,048a 22,608 b 241,056 a
Severo 13,632 a 118,256 b 55,552 b 24,688 a 212,128b

Meédias seguidas de mesma letra, na vertical, ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Como apresentado na Tabela 3, as plantas de guaco apresentaram
diferengas nas caracteristicas de espessuras de parénquima paligadico, lacunoso
e espessura total do limbo. Embora estatisticamente ndo tenham ocorrido
diferengas entre as plantas submetidas ao regime de rega diaria (controle) e
regime de rega a cada 5 dias (estresse moderado), as plantas submetidas ao
estresse moderado apresentaram valores superiores de espessuras de parénquima
paligadico e esponjoso e espessura total do limbo. Isto pode ter ocorrido devido
auma aquisiqﬁd de um:,mecanismo adaptativo desenvolvido a loﬁgo prazo de um
estresse moderado, ci)nferindo-ule alteragdes anatomicas foliares, as quais
propiciéram uma estrutura de técidb_' adequada para uma maior- capacidade
fotossintética, sobretudo sob condigdes de altas temperaturas e elevados déficits
de'pressdo de vapor na atmosfera.

Deacordd com Bray (1997), uma gradatwa perda de agua pode penmtlr
uma aclimatagdo para a deficiéncia hidrica e limitar a extensio de mjunas
enquanto uma rapida proporgdo de perda de agua pode prejudicar sua
aclimatagdo. Estas"'plantas submetidas ao estresse hidrico moderado podem
apresentar uma vantagem sobre as plantas submetidas ao regime de rega didria

com relagdo a tolerancia a seca.
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Ja as plantas submetidas ao estresse severo obtiveram os menores
valores de espessuras do parénquima paligadico, lacunoso e espessura total do
limbo, provavelmente devido a perda do volume celular como resultado da perda

Aexcessiva de 4gua e desidratagdo. Se as plantas murcham, suas células se
contraem com a diminuig¢do proporcional do volume celular. Esta diminui¢do do
volume celular e consequente redugdo de espessuras do limbo foliar podem ter
refletido também uma baixa assimilagdo de CO,, contribuindo assim para uma
baixa taxa de condutancia estomatica e fotossintese.

Chartzoulakis et al. (1999) também verificaram alteragdes anatémicas
em oliveiras (Olea europaea) no mesofilo de cultivares de ‘Mastoidis’ e
‘Koroneik’, provocadas, provavelmente, pela deficiéncia hidrica & qual foram
submetidas, resultando em distintos comportamentos de trocas gasosas entre
essas cultivares. Na Figura 9 sdo apresentadas fotomicrografias de segdes
transversais das folhas de Mikania glomerata Sprengel submetidas a diferentes

regimes de rega. Também podem ser observadas diferengas na espessura do

limbo foliar entre os tratamentos.

FIGURA 9. Segdes transversais da folha de Mikania glomerata Sprengel, sob
diferentes regimes hidricos: controle (A), moderado (B) e severo
(C), apresentando alteragdes na espessura do mesofilo. A barra
corresponde a 50 pm. UFLA, Lavras-MG, 2003.
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( As plantas submetidas ao estresse hidrico severo apresentaram maiores

valores de espessura de epiderme adaxial quando comparadas as plantas controle
¢ estresse moderado (Tabela 4). Observou se também um maior espessamento da
; cuticula, principalmente na face adaxial (Figura 9), para uma maior protegdo dos
" I tecidos foliares, podendo levar a uma diminuigdo das injurias causadas pela
dessecagio devido a suspensdo total da rega. A espessura da cuticula ¢ variavel,
sendo mais espeésa nas plantas de ambiente seco, na maioria dos casos. Plantas
que se desenvolvem sob deficiéncia hidrica tendem a apresentar cuticula mais
espessa ¢ pubescente. Em relagdo 4 epiderme abaxial, as plantas submetidas ao
estresse moderado apresentaram uma menor espessura quando comparadas ao

* controle e ao estresse severo.

4.4.2 Efeitos de diferentes regimes hidricos na estrutura primaria de raiz

A caracterizagdo dos trés sistemas de tecidos, dérmico, fundamental e
vascular da raiz, em estrutura priméria das plantas, pode fornecer importantes
informag@es a partir da epiderme, cértex e cilindro vascular sobre mecanismos
de adaptacdo a baixa disponibilidade hidrica do solo. Com relagdo as espessuras
de epiderme da raiz, néo foi verificada diferenca estatistica signiﬁcati?a entre 0s
tratamentos (Tabela 5). '

TABELA 5. Médias de espessuras da epiderme, cortex e cilindro vascular de
raiz de Mikania glomerata Sprengel, submetida a diferentes
regimes hidricos. UFLA, Lavras-MG, 2003.

. Espessura daepiderme ., - Cilindro vascular
Tratamentos Cort
() o (um) (um)
Contole  33,588a  343239a 336,427 a
Moderado 34,797 a 269,005 b 275,675 b
Severo 36,344 a 220,095 b 295,054 ab

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Diferengas de espessuras de cortex e cilindro vascular foram observadas
nas plantas de guaco entre os tratamentos submetidos ao estresse hidrico
moderado e severo quando comparadas ao regime de rega diaria.

As plantas submetidas ao regime de rega diaria apresentaram as maiores
espessuras tanto de cortex como de cilindro vascular em relagdo ao estresse
moderado e severo. A redugdo na espessura do cértex observada nas raizes das
plantas submetidas ao estresse hidrico moderado e severo pode ser devido a
diminui¢do do potencial hidrico nas raizes, conduzindo a uma contragdo das
células corticais, provocada pela diminuigéio do volume celular, como observado
por Huang & Fry (1998) em cultivares de Festuca arundinacea , submetidas ao
estresse de seca. As plantas submetidas ao estresse severo além de apresentarem
diminui¢io na espessura do cortex, também desenvolveram a formagdo de
espagos intercelulares. Isto pode favorecer para uma maior prevengdo de perda
de agua da planta para o solo quando este tem diminuido o seu potencial hidrico
abaixo do potencial hidrico da raiz (Huck et al., 1970).

As Figuras 10 e 11 apresentam as fotomicrografias com destaque para
cortex e cilindro vascular das raizes de Mikania glomerata Sprengel submetida a

diferentes regimes hidricos.

o, Rdo . Py ™
% ELr '

FIGURA 10. Segdes transversais da raiz de plantas de Mikania glomerata Sprengel
(guaco), submetidas a diferentes regimes hidricos: controle (A),
moderado (B) e severo (C) com destaque para espessura do cortex nos
diferentes tratamentos. A barra corresponde a 50um. UFLA, Lavras-MG,
2003.
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FIGURA 11. Segdes transversais da raiz de plantas de guaco, submetidas a
diferentes regimes hidricos: controle (A), moderado (B) e severo
(C) apresentando alteragdes no didmetro do cilindro vascular. A
barra corresponde a 50pum. UFLA, Lavras-MG, 2003.
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TABELA 6. Didmetro do vaso do metaxilema da raiz de Mikania glomerata
Sprengel, submetida a diferentes regimes hidricos. UFLA, Lavras-

MG, 2003. -
Tratamento Diametro do elemento de vaso (um)
Controle 16,8 a
Moderado 13,0 b
Severo 153 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A Tabela 6 apresenta as médias do didmetro dos elementos de vaso e
espessura de parede do vaso observadas nas raizes das plantas de guaco,
submetidas a diferentes regimes hidricos. Foi verificado que as plantas
submetidas ao estresse hidrico moderado apresentaram o menor valor médio em
relagdo ao didmetro dos elementos de vaso. Como observado por Vasellati et. al
(2001), o didmetro dos elementos de vaso do xilema diminuiu significativamente
sob condigdes de deficiéncia hidrica. O didmetro do va:so estd positivamente
correlacionado com o volume de 4gua transportado e inversamente relacionado
com a seguranga do sistema de condugdo. Segundo Carlquist (1989), vasos com
didmetros mais estreitos mantém uma coluna d'agua sob alta tensdo devido a
terem uma maior superficie de contato para a razio do volume d'agua e uma
maior propor¢do de moléculas estarem ligadas a parede.

As plantas submetidas ao estresse hidrico moderado podem ter
desenvolvido vasos com didmetros mais estreitos ao longo de repetidos ciclos de
seca, como aquisigdo de um mecanismo de adaptagdo a baixa disponibilidade de
agua do solo, mantendo, assim, um melhor uso da 4gua sob condigdes de
estresse hidrico. Isto contribuiu, provavelmente, para uma melhor resposta de
tolerdncia a seca, possibilitando-lhes um sistema de condugdo de 4dgua mais

eficiente.
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4.5 Caracterizacgéo e quantificagio de compostos quimicos

4.5.1 Teor de éleo essencial e composi¢io quimica

A Tabela 7 apresenta os dados dos rendimentos percentuais do dleo
essencial de plantas de guaco, submetidas a diferentes regimes hidricos. A
analise de variancia revelou diferengas entre os tratamentos. Foi verificado que
as plantas submetidas ao estresse hidrico moderado apresentaram 0s maiores
rendimentos percentuais de 6leo entre os tratamentos ¢ as plantas submetidas ao
estresse hidrico severo, os menores valores.

TABELA 7. Teor de 6leo essencial para plantas jovens de Mikania glomerata
Sprengel submetida a diferentes regimes hidricos. UFLA, Lavras-

MG, 2003.
Tratamento Rendimento de dleo essencial (%)
Controle 0,044 b
Moderado 0,077 a
Severo 0,036 ¢

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

De um modo geral, as plantas submetidas a um estresse hidrico tendem a
aumentar o teor de 6leos essenciais, como verificado por Penka (1978) em 15
espécies medicinais.

Comparando as plantas de guaco, submetidas aos diferentes regimes
hidricos, foi verificado que as plantas submetidas ao estresse hidrico moderado
obtiveram os maiores teores de dleo essencial, como observado em gramineas
por Singh et al. (1997), os quais também encontraram estes resultados em
plantas de palmarosa (Cymbopongon martinii). As plantas submetidas ao
estresse hidrico severo tiveram os menores teores de rendimento de dleo, o que
pode ter ocomrido provavelmente, devido & diminuigdo total do pool de
metabolitos, em conseqiiéncia também dos valores de fotossintese proximos de

zero atingidos por estas plantas, como resultado de uma deficiéncia hidrica
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severa. Charles et al. (1990) também observaram que altos niveis de estresse
hidrico reduziram fortemente a produgfio total de 6leo das folhas de hortela-
pimenta. E provavel que as plantas sob condigdes de regime de rega didria
tenham tido um efeito diluidor do seu conteiido de 6leo.

Foi observado que a composigio quimica do 6leo das plantas de guaco,
ndo variou nos diferentes regimes hidricos em relagdo aos seus constituintes
quimicos majoritarios. As plantas de guaco submetidas aos diferentes regimes
hidricos apresentaram a mesma composigdo quimica em relagéo aos compostos
majoritarios de acordo com a andlise realizada por cromatografia gasosa
acoplada 4 espectrometria de massas, independentemente do tipo do regime
hidrico (Tabela 8). Este resultado também foi observado por Patumi et al. (2002)
e Singh et al. (2002) segundo os quais os diferentes regimes de irrigagio ndo
afetaram a qualidade do 6leo essencial em plantas de oliveiras (Olea europaea) e
patchouli, respectivamente, além de estudos de Clark & Menary (1980) e Boira
& Blanquer (1998).

A Figura 12 apresenta o cromatograma do dleo essencial de plantas de
guaco submetidas ao regime de rega diaria e a Figura 13 compara o espectro da
amostra, no tempo de retengdo de 23,52 a 23,62 minutos, amostra com 0
espectro de massa da biblioteca para inferir o percentual de semelhanca entre o
espectro da amostra e o espectro da biblioteca, que nesse tempo corresponde a
97% de semelhanga em relagdo ao espectro da cumarina.

As Figuras 14 e 15 apresentam os cromatogramas das plantas de
Mikania glomerata Sprengel submetidas ao regime de rega a cada 5 dias
(estresse hidrico moderado) e suspensio total da rega (estresse severo),
respectivamente.

Pode-se observar a partir das Figuras 12, 14 e 15 que os cromatogramas
foram bastantes semelhantes entre si, ndo diferindo, portanto, a composigéo

quimica do 6leo essencial das plantas de Mikania glomerata Sprengel, entre os
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diferentes regimes hidricos. Entre estes compostos caracterizados no oleo
essencial do guaco, a cumarina, o acido laurico e germacrene-D ja foram
confirmados também em outras pesquisas, como de Veneziani et al. (1999).
TABELA 8: Compostos majoritérios presentes no 6leo essencial das folhas de
Mikania glomerata Sprengel, submetida a diferentes regimes

hidricos analisados por CG/EM (Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas). UFLA, Lavras-MG, 2003,

Composto Tem~po dg % de semelhanga Férmula
retengdo (min) entre espectros molecular
Cumarina 23,52-23,62 97 CoHO;
Germacrene-D 24,44-24,52 98 CisHy
Biciclogermacrene 24,86-24,92 97 CisHy
Acido laurico 26,41-26,52 98 C12Hxu0,
Espatulenol 26,96-27,05 99 Ci1sHy4O

Como se pode observar, a maioria dos compostos caracterizados no 6leo
essencial das folhas de guaco sdo sesquiterpenos, como germacrene-D,
biciclogermacrene e espatulenol, como também observado por Silva et al.

(1984), sendo a cumarina um composto fenélico e o é4cido laurico, um acido

graxo.
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4.5.2 Efeitos dos diferentes regimes hidricos no teor de cumarina

A presenga de cumarina (1,2-benzapirona) nas amostras de folhas de
guaco foi mais uma vez confirmada pela comparago entre o padréio € a amostra
sendo o tempoe de retengfio da cumarina de aproximadamente 7,3 minutos, como
pode ser observado na Figura 16 e constatado em outros estudos com plantas de
guaco (Mikania glomerata Sprengel) (Castro, 2002; Veneziani et al., 1999 ¢
Fierro et al., 1999).
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FIGURA 16: Cromatograma do padrio de cumarina (A) ¢ da amostra de
Mikania glomerata Sprengel (B). UFLA, Lavras-MG, 2003.
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FIGURA 14: Cromatograma do 6leo essencial de plantas de AMikania glomerata Sprengel submetidas ao regime de rega a
cada 5 dias (estresse hidrico moderado). UFLA, Lavras-MG, 2003.
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FIGURA 15: Cromatograma do 6leo essencial das plantas de Mikania glomerata Sprengel submetidas ao regime de
suspensdo total da rega (estresse hidrico severo). UFLA, Lavras-MG, 2003.
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4.5.2 Efeitos dos diferentes regimes hidricos no teor de camarina

A presenga de cumarina (1,2-benzapirona) nas amostras de folhas de
guaco foi mais uma vez confirmada pela comparag#o entre o padréo e a amostra
sendo o tempo de retengéio da cumarina de aproximadamente 7,3 minutos, como
pode ser observado na Figura 16 e constatado em outros estudos com plantas de
guaco (Mikania glomerata Sprengel) (Castro, 2002; Veneziani et al., 1999 ¢
Fierro et al., 1999).

b
1500 Chi 2B4rmn

1- Cumarina
A
1000
S00 -4
o v 3
o 5 10
mAbs
10007F - Ch 254nm
1 - Desconhecida
B ! 2 - Descanhecide
3 - Cumarina
l 2
o_‘_j._--_-__-rl‘.—{‘._'- ..........
o 5 16"‘0’

FIGURA 16: Cromatograma do padrdo de cumarina (A) ¢ da amostra de
Mikania glomerata Sprengel (B). UFLA, Lavras-MG, 2003.
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Um aumento nas areas dos picos das amostras apos a adigdio do padréo
foi indicador da presenga de cumarina no material analisado. As condigdes
cromatograficas empregadas possibilitaram uma boa reprodutibilidade das areas
dos picos. Os teores de cumarina nas amostras foram calculados a partir da
equaciio da reta, obtida através da curva de calibragfio (Figura 17). Uma relagio
linear entre a 4rea do pico € a concentragdo de cumarina foi verificada para as
diferentes solugdes padréo testadas (0,0-0,6 mg/mL).

Curva padriio de cumarina

y = 3E+07x - 561410

20000000 >

R®=0.9988
15000000 -
£ 10000000 -
5000000 -

0 1 1‘ 1

0 0.2 04 0.6
Cumarina (mg/mL)

FIGURA 17. Representagio da curva de calibrago para quantificagfio da
cumarina em plantas de Mikania glomerata Sprengel. UFLA,
Lavras-MG, 2003.

A Tabela 9 apresenta os teores de cumarina obtidos das folhas de plantas
jovens de Mikania glomerata Sprengel, submetidas a diferentes regimes
hidricos. Apesar de estatisticamente n#o haver diferenca entre as plantas
submetidas ao regime de rega didria (controle) e regime de rega a cada 5 dias
(estresse hidrico moderado), verificou-se uma tendéncia de o estresse moderado
apresentar um maior rendimento no teor de cumarina na planta, enquanto as
plantas submetidas ao regime de suspensdo total da rega (estresse hidrico

severo) apresentaram os menores teores de cumarina.
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Embora n#o se tenha localizado, na literatura, informago sobre o efeito
da deficiéncia hidrica no teor de cumarina, sabe-se que, de um modo geral, o
estresse hidrico tende a aumentar os niveis de compostos fendlicos nas plantas
(Matern & Grimmig, 1994). A partir destes dados, sugere-se que, antes da coleta
do material para fazer extragdo de cumarina, seja imposto um estresse hidrico
moderado nas plantas de guaco com o objetivo de atingir maiores teores do seu
principio ativo, a cumarina.

TABELA 9: Teor de cumarina em folhas de plantas de Mikania glomerata
Sprengel, sob diferentes condigdes de regime de rega. UFLA,

Lavras-MG, 2003.
Tratamentos Cumarina (mg/g de matéria seca)
Controle 3,06 ab
Moderado 326a
Severo 2,55b

Médias seguidas de mesma letra néie diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

Existe uma intima relagdo entre deficiéncia hidrica e biossintese de
principios ativos das plantas. Estes resultados indicam uma tendéncia a favor do
estresse hidrico moderado, confirmando resultados obtidos por Patumi et al.
(2002). Existe uma possivel relagdo entre nivel de cumarina ¢ fotossintese, a
qual também atingiu os maiores valores nas plantas submetidas ao regime de
rega a cada S dias e obteve os melhores resultados em relagéio as caracteristicas

anatémicas.
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5 CONCLUSOES
Diante dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

o De um modo geral, a maneira como o estresse hidrico é induzido pode
alterar os mecanismos de tolerdncia a seca das plantas de Mikania
glomerata Sprengel.

o O estresse hidrico moderado favoreceu as trocas gasosas em horario de
maior demanda evaporativa da atmosfera, principalmente em relagéo a
fotossintese; adaptagBes as condigdes de seca, sobretudo na diminuigdo
no diametro do elemento de vaso, e melhores resultados no teor de dleo
e cumarina. Assim, o regime hidrico caracterizado por rega intermitente
pode levar a planta ao desenvolvimento de mecanismos que contribuam

para um melhor desempenho de suas atividades metabdlicas.
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