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RESUMO GERAL

Stachytarpheta sellowiana Schauer é uma planta nativa e endémica do Brasil,
pertencente a familia Verbenaceae, ocorrendo, principalmente, no dominio fitogeografico do
Cerrado, em areas de Campo Rupestre e encontra-se ameacada de extin¢do. Por ser uma planta
selvagem, esta espécie carece de estudos para a sua domesticacdo, tais como propagacéo,
anatomia e fisiologia. O presente estudo objetivou: avaliar diferentes métodos de propagacéo
de S. sellowiana; analisar as caracteristicas morfoanatémicas das folhas de S. sellowiana de
dois ambientes naturais e avaliar o efeito de malhas coloridas no crescimento vegetativo e
producdo de metabolitos secundarios da espécie. No primeiro experimento, foram avaliados
trés métodos de propagacdo: sexuada com diferentes lotes de sementes, assexuada por estaquia
e estabelecimento in vitro. Para os testes de germinagéo, foram utilizados lotes de sementes
coletadas no habitat natural de plantas cultivadas, em casa de vegetacdo e em canteiros a pleno
sol. A partir dessas sementes, foram realizados experimentos, utilizando-se diferentes tipos de
substratos para germinacao (mistura terra/areia na proporcéo 2:1 e papel), cinco intensidades
luminosas de LED (26; 70; 100; 113; 144 umol m-2 s-1) e sete espectros de luzes (vermelha;
azul; verde; branca; 70% vermelha: 30% azul; 50% vermelha: 50% azul; 30% vermelha: 70%
azul). Para a propagacdo assexuada, utilizaram-se estacas nodais e apicais, medindo
aproximadamente 10 cm, as quais foram transferidas para bandejas contendo quatro tipos de
substratos diferentes (ambiente natural, terra/areia 2:1, terra, areia) por 90 dias. Explantes
apicais de plantas matrizes cultivadas em casa de vegetacdo foram utilizadas para o
estabelecimento in vitro, em quatro tipos diferentes de meio de cultura (MS, MS/2, B5 e WPM).
Para o cultivo in vitro, foi indicada a propagacdo em meio acidificado, pois, em pH 5,8, ha o
desenvolvimento de bactérias. A forma de propagacdo mais indicada para a espécie foi via
estaca de segmentos nodais estabelecidas no substrato terra do tipo latossolo vermelho. A
propagacao por sementes pode ser empregada. Entretanto, é altamente influenciada pelo
substrato e pelas intensidades e qualidade luminosa. No segundo experimento, foram coletadas
folhas em dois ambientes naturais da Serra do Campestre (Cerrado, considerado por alguns
como savana e Campo Rupestre de vegetacdo montana gramineo-arbustiva). A partir das
observagdes morfoanatomicas, as folhas foram classificadas como pilosas, nas quais ocorrem,
em toda a epiderme, com maior frequéncia na face adaxial. Ndo foram observados tricomas
tectores nas plantas do Cerrado. Para o experimento de malhas fotoseletivas, os tratamentos
foram constituidos por plantas de S. sellowiana cultivadas sob malhas com 50% de
sombreamento (preta, vermelha e azul) e sob pleno sol (controle). Apds 300 dias, concluiu-se
qgue as malhas fotoseletivas exercem alteracbes no crescimento, anatomia, producdo de
metabdlitos e capacidade antioxidante de plantas de S. sellowiana cultivadas em vasos. A
espécie pode ser cultivada sob pleno sol, para a obtencdo de maior matéria seca. No entanto,
para maior producdo de compostos antioxidantes e iridoides, € indicado o cultivo sob malhas
azuis.

Palavras-chave: Gervao azul. Germinagdo. Crescimento. Metabolitos secundarios. Malhas
fotoconversoras. Radia¢do. Qualidade luminosa. Propagacéo.



GENERAL ABSTRACT

Stachytarpheta sellowiana Schauer is a native and endemic plant from Brazil, belonging
to the Verbenaceae family, occurring mainly in the phytogeographic domain of the Cerrado in
areas of Campo Rupestre and is at threat of extinction. As it is a wild plant, this species lacks
studies for its domestication, such as propagation, anatomy, and physiology. The present study
aimed to: evaluate different S. sellowiana's propagation methods, analyze the
morphoanatomical characteristics of S. sellowiana leaves from two natural environments, and
evaluate the effect of colored meshes on vegetative growth and secondary metabolites
production of the species. In the first experiment, three propagation methods were evaluated:
sexual with different seed lots, asexual by cutting, and in vitro establishment. For the
germination tests, were used seeds lots collected in the natural habitat, seeds from plants grown
in a greenhouse, and seeds from plants grown in full sunbeds. From these seeds, experiments
were carried out using different types of substrates for germination (soil/sand mixture in the
proportion 2:1 and paper), 5 LED light intensities (26; 70; 100; 113; 144 pmol m-2 s-!) and 7
light spectrums (red; blue; green; white; 70% red: 30% blue; 50% red: 50% blue; 30% red: 70%
blue). For asexual propagation, nodal and apical cuttings measuring approximately 10 cm were
used, which were transferred to trays containing four different types of substrates (natural
environment, soil\sand 2:1, soil, sand) for 90 days. Apical explants of mother plants grown in
a greenhouse were used for in vitro establishment, in four different types of culture medium
(MS, MS:2, B5, and WPM). For in vitro cultivation, propagation in an acidified medium is
indicated because at pH 5.8 there is the development of bacteria. The most suitable form of
propagation for the species was via cutting of nodal segments established in the soil substrate
of the red latosol type. Propagation by seeds can be employed. However, it is highly influenced
by the substrate and the light intensities and quality. In the second experiment, leaves were
collected in two natural environments of Serra do Campestre (Cerrado, considered by some to
be savannah, and Campo Rupestre of montane grassy-shrubby vegetation). From the
morphoanatomical observations, the leaves were classified as pilose, where they occur
throughout the epidermis, more frequently on the adaxial surface. No tector trichomes were
observed in Cerrado plants. For the photoselective mesh experiment, the treatments consisted
of S. sellowiana plants grown under meshes with 50% shading (black, red, and blue) and under
the full sun (control). After 300 days, we concluded that the photoselective meshes exert
changes in growth, anatomy, production of metabolites, and antioxidant capacity of S.
sellowiana plants grown in pots. The species can be grown under full sun to obtain greater dry
matter. However, for greater production of antioxidant and iridoid compounds, cultivation
under blue meshes is indicated.

Keywords: Blue Gervdo. Cuttings. Germination. Development. Secondary metabolites.
Photoconverting meshes. Radiation. Light quality.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A familia Verbenaceae é composta por 40 géneros e aproximadamente 1.200 espécies
as quais sdo distribuidas, em todo o mundo, principalmente em regides tropicais, sendo
encontradas na natureza, em diferentes portes, como arvores, arbustos e herbaceas,
apresentando flores em sua grande maioria. Esta familia esta presente em praticamente todos
0s ecossistemas terrestres, sendo uma das cinco mais importantes entre as eudicotiledoneas dos
campos rupestres (PIMENTA et al., 2007).

Pertencente a familia das Verbenaceas, hd o género Starchytarpheta Vahl em que ja se
encontraram diversos estudos comprovados de seu potencial medicinal. Entre seus usos, tém-
se estudos, para tratamento de dor de cabeca, disenteria, infecgdes oculares, distlrbios gastricos
e intestinais, anti-inflamatorio, antinociceptivo, diabetes, hipertenséo, infeccbes bacterianas,
antimalarica, purgativo, vermifugo, expectorante, eentre outros. Suas a¢fes bioldgicas estdo
relacionadas com sua composicdo quimica (ATAMAN et al., 2006; FROELICH et al., 2008;
LUCA; GUISO; MARTINO, 1983; SCHAPOVAL, 1998; VELA et al., 1997; VICCINI et al.,
2008).

Neste género encontramos a Stachytarpheta sellowiana Schauer, uma espécie ameacada
de extin¢do, nativa do Brasil, endémica do cerrado mineiro, com escassos estudos fitoquimicos,
biolégico e de cultivo (FLORA DO BRASIL, 2018; INTERNATIONAL UNION FOR
CONSERVATION OF NATURE AND NATURAL RESOURCES - IUCN, 2017). Conforme
citado anteriormente, dados reportados na literatura indicaram diversas propriedades
farmacoldgicas das espécies do género Stachytarpheta, o que sugere o potencial medicinal de
S. sellowiana.

Starchytarpheta sellowiana, sendo uma espécie que corre risco de extincdo, carece de
desenvolvimento de protocolos, para a propagagdo, sendo essenciais a multiplicacdo e
preservacdo da espécie, para suportar estudos futuros e, dessa forma, evitar o extrativismo
vegetal da espécie. Ademais, estudos anatdmicos também sdo relevantes, por meio dos quais
pode-se avaliar o0 comportamento da espécie e possibilitam a caracterizagdo farmacobotanica
da espécie.

Neste contexto, este trabalho objetivou estabelecer a melhor forma de propagacéo da

espeécie, realizar estudos sobre a anatomia foliar de S. sellowiana oriunda de dois ambientes
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naturais e avaliar o efeito de malhas coloridas no crescimento vegetativo e producdo de
metabdlitos secundarios da espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos botanicos e agrondmicos do género Stachytarpheta

As plantas da familia Verbenaceae séo bastante conhecidas pelos seus usos na medicina
tradicional de muitos paises, e varias plantas desta familia apresentam relatos de possuirem
compostos fitoquimicos bioativos com importantes efeitos farmacoldgicos (RAHMATULLAH
etal., 2011).

Dentro da familia Verbenaceae, encontramos o género Starchytarpheta, que possui 130
espécies (ATKINS, 2005). No Brasil encontram-se 79 espécies do género, sendo 73 endémicas,
representando um importante centro de biodiversidade (SALIMENA, 2015). Na Cadeia do
Espinhaco, ocorre mais da metade das espécies brasileiras (44 spp.), 30 de ocorréncia em Minas
Gerais, sendo 23 endémicas (ATKINS, 2005). A maioria das espécies sdo arbustos ou
subarbustos ramificados, com 0,5-1,5 m de altura, embora algumas espécies possam alcancar
até 4,0 m. Suas flores séo dispostas de forma espiralada, ao longo do eixo da inflorescéncia, de
maneira compacta. Apresentam corolas bastante vistosas e facilmente localizadas a distancia
no campo, comumente azuis, mas podem apresentar varias coloraces dependendo da espécie,
como vermelhas, lilases, laranjas, brancas ou negras (ATKINS, 2005; SALIMENA-PIRES;
GIULIETTI, 1998).

As aplicacdes medicinais dentro do género Starchytarpheta sdo amplas e dependem da
espécie. Suas acOes bioldgicas estdo relacionadas com sua composi¢do quimica e ja foram
identificados compostos ¢ classes de compostos como: 63-hidroxipolamida, iridoide ipolamida,
verbascosideo, flavonoides, aminas, esteroides, taninos, glicosideos cardiotdnicos,
carboidratos, alcaloides, saponinas, entre outros (ATAMAN et al., 2006; FROELICH et al.,
2008; LUCA; GUISO; MARTINO, 1983; SCHAPOVAL et al., 1998; VELA et al., 1997;
VICCINI et al., 2008).

2.2 Fitoquimica e atividades biologicas de plantas do género Stachytarpheta

Estudos quimico-bioldgicos revelaram os potenciais medicinais de diferentes extratos
ou Gleo essencial obtidos a partir de plantas do género Stachytarpheta. Pesquisas com o género
evidenciaram amplos efeitos farmacologicos, tais como: atividade hipoglicémica, antioxidante,
efeito imunossupressor, inibicdo da contracdo uterina, atividade contra parasitas do género
Plasmodium, entre outros (AMAECHINA; BAFOR, 2016; CHINWUDE; ACHUNIKE;
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OGBONNAYA, 2016; ROZIANOOR; EIZZATIE; SAMSULRIZAL, 2014; VIKASARI et al.,
2015).

A parte da planta estudada, o tipo de extrato e o liquido extrator influenciam na
composicdo quimica e no efeito bioldgico da planta. A descricdo de diversas condicdes
extrativas, composicdo quimica principal e atividades bioldgicas de plantas do género
Stachytarpheta, descritas na literatura, estdo apresentadas na Tabela 1.



Stachytarpheta
mutabilis Vahl

Stachytarpheta
jamaicensis (L)
Vahl

Stachytarpheta

cayennensis Vahl

Stachytarpheta
cayennensis

Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
cayennensis

Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
indica Vahl

Tabela 1 - Estudos fitoquimicos e de atividades bioldgicas do género Stachytarpheta.

(DE LUCA et al.,

Planta toda

Folhas

Planta toda

Folhas secas

Folhas e
botdes
florais

Folhas secas

Planta toda

Folhas

Folhas

Toda planta

Etandlico

Hidroetanodlico

(95%)

Aquoso

Alcoolicos e n-

butanélicos

Aguoso

Extratos de acetato
de etila e de e n-

hexano

AQuOosos

Folha triturada

Aguoso

Agquoso

Percolacdo

Maceracéo a frio

Infuséo
Infusdo e

decocgdo

Decoccdo

Percolacéo

Infusdo

NC

Soxhlet

NC

6p-Hidroxipolamida

Ipolamida (iridoide) e o
verbascosideo (glicosideo
fenilpropanoide)

Flavonoides e aminas
Iridoide ipolamida e verbacosideo

(glicosideo feniletandide)

NC

NC

NC

NC

NC

flavonoides, esteroides, taninos,
glicosideos cardiotonicos,
carboidratos, alcaloides, saponinas

(continua)

NC

Reducdo da atividade motora e
reacdo de alarme, ataxia,
sedacdo, analgésico,
anestésico, e reducéo da
temperatura do corpo

Inibicdo da secrecéo gastrica

Propriedades anti-
inflamatorias e antinociceptiva

Efeito depressivo geral sobre o
sistema nervoso central,
possivel efeito sedante
tranquilizante.

Efeitos antioxidantes a partir
do extrato de acetato de etila.

Efeito analgésico, laxante
suave e potente inibicdo das
atividades de secre¢do
géstrica.

Toxicidade sistémica leve ndo
dependente da dose em alguns
tecidos especificos.

Efeito hipotensivo agudo
Efeito analgésico e anti-

inflamatorio concentracéo-
dependente.

1983)

(RODRIGUEZ;
CASTRO, 1996)

(VELA et al., 1997)

(SCHAPOVAL et al.,

1998)

(GARCIA-

GONZALEZ et al.,

2002)

(ALVAREZ et al.,

2004)

(MESIA-VELA et al.,

2004)

(ATAMAN et al.,

2006)

(IDU et al., 2006)

(OTIMENYIN et al.,

2006)

81



Stachytarpheta
cayennesis

Stachytarpheta
cayennensis

Stachytarpheta
angustifolia (Mill)
Vahl

Stachytarpheta
cayennensis

Stachytarpheta
jamaicensis.

Stachytarpheta
cayennensis

Stachytarpheta
angustifolia

Stachytarpheta
cayennensis

Tabela 1 - Estudos fitoquimicos e de atividades bioldgicas do género Stachytarpheta.

Parte aérea

Folhas

NC

Folhas secas

Folhas

Saquinhos
de cha

Planta
inteira seca

Planta
inteira

Etandlicos

Aquoso, metandlico
e fracOes (acetato de
etila, n-butanol e
agua)

Aquoso

Hidroalcodlico
(70%)

Metandlico

Aguoso

Hidroetanoélico
(80%)

Metanol e fracbes
(éter de petroleo,
diclorometano e

acetato de etila.

Maceragéo
dindmica

Maceragéo

NC

Maceragéo

Soxhlet

Infusdo

Maceragéo

NC

ipolamida e verbascosideo

6B-hidroxi-ipolamida, ipolamida e

isoverbacosideo

NC

NC

NC

NC

Triterpenoides saponinas
(majoritério), antraquinonas,
polifendis, alcaloides.

Feniletandides: isoacteosideo,
acteosideo, leucosceptosideo,
martinosideo, jinosideo D.

Evidéncias das propriedades
anti-inflamatdrias e
gastroprotetoras

Reduc&o da hiperglicemia,
estimulacdo da liberagdo direta
de insulina.

Reducéo da glicose sanguinea
em ratos normais e diabéticos.
(tratamento de diabetes tipo 2)

Efeito leishmanicida dose e
espécie-dependente.

Atividade antidiarréica.

Efeito hipocolesterolemico.

Atividade antibacteriana
contra S. aureus, S. disentriae,
e coagulase-negativa para
Staphylococcus e Proteus
mirabilis.

NC

(continuacao)

(PENIDO et al., 2006)

(ADEBAJO et al.,
2007)

(ISAH et al., 2007)

(MOREIRA et al.,
2007)

(SASIDHARAN et
al., 2007)

(CHIGOZIE et al.,
2008)

(ENWURU et al.,
2008)

(FROELICH et al.,
2008)

61



Stachytarpheta
glabra Cham

Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
angustifolia

Stachytarpheta
indica
Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
angustifolia

Tabela 1 - Estudos fitoquimicos e de atividades bioldgicas do género Stachytarpheta.

Folhas

Saquinhos
de cha

Planta toda
seca

Planta toda

Folhas

Folha

Tabela 1 - Estudos fitoquimicos e de atividades biolégicas do género Stachytarpheta.

Oleo essencial e
etandlico

Aquoso

Hidroetandlico
(80%)

Etanodlico

Hidroetandlico
(80%)

Hidroetanoélico
(80%)

Hidrodestilacdo
por Clevenger e
Soxhlet

Infuséo

Maceragédo

Soxhlet

Maceragédo

Maceragéo

(continuacao)

Acetosido de glicosideos e
ipolamiida de iridoides no extrato e
feniletandides e o e 4-
metoxicarbonil-7-
metilciclopenta[c]pirano (fulvoipo-
lamiida) no 6leo essencial.

NC (VICCINI et al., 2008)

Decréscimo na concentracdo
plasmatica de sédio e
acréscimo na concentracdo
plasmatica de potassio. Os (IKEWUCHI et al.,
resultados apoiam o uso do cha 2009)
no tratamento de condi¢des
edematosas e hipertensdo
arterial.

NC

Atividade antidiabética. O
extrato ndo produziu efeito
toxico, em doses baixas e (OGBONNIA et al.,
moderadas, mas pode causar 2009)
danos nos rins em doses mais
elevadas.

Triterpenoides saponinas
(majoritério), antraquinonas,
polifenois, alcaloides.

(SILAMBUJANAKI et
al., 2009)

(SULAIMAN et al.,

NC Efeito anti-hiperglicémico.

Atividades antinociceptivas e

NC anti-inflamatorias 2009)
Efeito antioxidante e
NC imunomodulador. A planta (AWAH et al., 2010)

pode ser um alimento
nutracéutico.

(continuacao)

0¢



Stachytarpheta
cayennensis

Stachytarpheta
cayennensis

Stachytarpheta
cayennensis

Stachytarpheta
gesnerioides Cham

Stachytarpheta
cayennensis

Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
indica

Stachytarpheta
cayennensis

Etandlico, particOes
€ 0S Compostos
majoritarios isolados

Raizes

Metanolico e fragdes
n-hexano, acetato de
etila e metanol

Folhas

Etandlico e fragles
hexano, cloroférmio,
acetato de etila e
butanol

Raiz

Aquoso, etanodlico,
etil acetato, metanol,
hexanico e 6leo
essencial

Folhas

Metanélico e fracGes
de acetato de etila,
butanol e agua.

Folhas

Folhas Hidroalcéolico
(70%)
Aquoso,
cloroférmico e
etandlico

Parte aérea

Folhas Metandlico

Soxhlet

Maceragdo a frio

Soxhlet

Maceragdo
mecénica e
hidrodestilacéo
por Clevenger

Maceragédo

Soxhlet

Soxhlet

Maceracéo a frio

verbascosideo e acido betulinico

Saponinas (majoritario),
carboidratos, flavonoides e
terpenoides.

Verbascosideo, martinosideo e
acido betunilico

a-pinene, B-pinene, 1-octen-3-ol,
3-octanol, isocarofileno,
biciclogermacreno, -
sesquifelandreno, espatulenol,
oxido cariofileno, guaiol, no 6leo
essencial. Fendis e flavonoides em
todas as fragOes do extrato.

NC

Flavonoides, Glicosideos,
Saponinas, Proteinas, Esteroides, e
Terpenos.

Alcaloides, flavonoides,
glicosideos, esteroides, taninos,
carboidratos e saponina.

NC

Foram observadas atividades
antioxidante e antimicrobiana. O

extrato etandlico e as particdes (DE SOUZAetal.,
« 2010)
testadas ndo apresentaram
fototoxicidade.
Efeitos antibacterianos e (OKOYE et al.,
antiespasmodicos. 2010)
Alto poder antioxidante (DE SOUZA et al.,
dependente da dose. 2011)
Efeitos antioxidantes e (SILVA et al.,
antimicrobianos. 2012)

(OLAYIWOLA et

Efeito sedativo e ansiolitico. al., 2013)

Cicatrizag8o de feridas em ratos
diabéticos.

(PANDIAN et al.,
2013)

Atividade antimicrobiana,

’ . (PRINCELY etal.,
comparavel com a estreptomicina

antibiotico padréo. 2013)
. . (OKOYE et al.,
Acdo imunoestimuladora. 2014)

IC



Stachytarpheta
urticifolia (Salisb)
Sims

Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
jamaicensis
Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
cayennensis

Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
cayennensis

Stachytarpheta
cayennensis

Stachytarpheta
angustifolia

Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
cayennensis

Tabela 1 - Estudos fitoquimicos e de atividades bioldgicas do género Stachytarpheta.

Raiz, caule,
folha e
inflorescéncia

Folhas

Planta toda

Folha

Folha

Planta toda

Folhas

NC

Folha e planta
toda

Folha

Folhas

Metanélico,
acetato de etila e
hexanico

Extrato etandlico
70%

Aguoso

Metanolico
Hexanico,
diclorometano e
metanolico
NC
Extrato aquoso
subfracdes n-
butanol

Etanol

Eter de petroleo e
etanol

Agua

Metanol e 4gua
11

Soxhlet

Maceragéo

NC

Maceracédo a frio

NC

NC

NC

NC

Extracdo exaustiva

Maceragéo
dindmica por 1h

Maceracgéo
estatica por 48h.

NC

Genipina, acido palmitico, &cido
tridecanoico, fitol acido linoleico,
ester metil.

Alcaloides, saponinas, flavonoides,
esteroides, e terpenoides.

NC
NC
Verbascosideo
verbascosideo e isoverbascosideo
NC
Carboidratos, taninos, saponinas,
glicosideo cardiaco, esterdis e
terpenoides

NC

NC

Atividade antimicrobiana.

Atividade hipoglicémica e
antioxidante.

Efeito imunossupressor.

Inibe a contracéo uterina.

Atividade contra parasitas do
género Plasmodium.

Efeito antimicrobiano e
antifungico

Efeito anti leishimania

Efeito alelopatico em

sementes de Cucumis sativus.

Alivio de distdrbios
gastrointestinais em coelhos.

Atividade antibacteriana em
bactéria gram-positivas.

Toxixicidade para os 6rgdos
vitais dos ratos.

(continuacao)

(SREELATHA et al.,
2014)

(ROZIANOOR et al.,
2014)

(VIKASARI et al.,
2015)

(AMAECHINA Bafor,
2016)

(CHINWUDE;
ACHUNIKE;
OGBONNAYA, 2016)

(LIEW et al., 2016)

(MAQUIAVELI et al.,
2016)

(KREMER et al.,
2019)

(MOHAMMED et al.,
2019)

(KHAN, 2020)

(OLAYODE;
DANIYAN;
OLAYIWOLA, 2020)

(44
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Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
angustifolia

Stachytarpheta
jamaicensis

Stachytarpheta
jamaicensis

Tabela 1 - Estudos fitoquimicos e de atividades bioldgicas do género Stachytarpheta. (conclusao)

Partes
aéreas

Folhas

Folhas

Planta seca

Metanol

Etanol

acetona, agua,
metanol e extrato de
éter de petroleo

Agua destilada

NC Flavonoides

Extracdo via

soxhlet NC
Ciclopropano, fenil-acetonitrila,
Extracdo por piranona, tetradecene,
Soxhlet neofitadieno, inositol,

monocrotalina e escaleno.

Alcaloide, saponina, esteroides,
Decocgéo terpenoides, flavonoides, quinonas,
polifenois, taninos

Efeitos profilaticos contra
Ulcera gastrica em ratos, além
de efeitos anti-inflamatérios e

antioxidantes.

Capacidade antioxidante.

Extrato de acetona apresentou
efeito inibidor de crescimento
em larvas de Culex
quinquefasciatus.

Afetou o sistema imunoldgico
humoral e celular de ratos.

(ESKANDER et al.,
2021)

(LARYEA;
SHERINGHAM
BORQUAYE, 2021)

(PK; PUTHUR, 2021)

(VIKASAR]I et al.,
2021)

Fonte: Da autora (2021).
NC: Né&o consta*

€
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As espécies estudadas apresentam composi¢do fitoquimica de interesse e, portanto sao
plantas com elevada potencialidade, para o uso medicinal, sendo necessérias pesquisas para
abranger o grande namero de espécies dentro deste género.

Por meio desses estudos, verificamos a possibilidade de um marcador quimico para a
espécie Stachytarpheta sellowiana, um iridoide. Eles sdo compostos monoterpenoidicos, que
possuem um esqueleto iridano (FIGURA 1), ou seja, possuem uma caracteristica estrutural
ciclopentapiranoidica e sdo distribuidos em diversos grupos de plantas como compostos do
metabolismo secundéario (WANG et al., 2020).

Figura 1 - Sistema iridano para compostos iridoides. R = H ou glicose.

11 R | R

Fonte: Sampaio-Santos e Kaplan (2001).

No género Stachytarpheta, o composto iridoide ipolamiida foi reportado, em vérias
espécies, incluindo S. jamaicensis (RODRIGUEZ; CASTRO, 1996), S. cayennensis
(FUTURO; KAPLAN, 1998; SCHAPOVAL et al., 1998), S. indica (GANAPATY et al., 1998;
ROENGSUMRAN et al., 2002), S. australis (AKISUE et al., 1981), S. guyanensis (GARNER,
1997) e S. mutabilis (LUCA, 1980).

2.3 Aspectos botanicos de Stachytarpheta sellowiana Schauer

Stachytarpheta sellowiana Schauer € uma planta nativa e endémica do Brasil e encontra-
se em ameaca de extingdo (INTERNATIONAL UNION FOR CONSERVATION OF
NATURE AND NATURAL RESOURCES - IUCN, 2018). E principalmente encontrada na
regido Sudeste, mais especificamente em Minas Gerais. Seu dominio fitogeografico é o cerrado
e vegetacao do tipo Campo Rupestre que é uma vegetacdo campestre que ocorre, em areas
montanhosas, basicamente, acima de 900 m de altitude, ocupando principalmente trechos de
solos litdlicos associados a afloramentos de quartzito, arenito ou minérios de ferro e manganés.

Associa-se, sobretudo, aos dominios do Cerrado e da Caatinga (IUCN, 2018).
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A grande maioria das espécies de Stachytarpheta de campo rupestre, encontradas no
Brasil, sdo limitadas a localidades especificas. Além disso, existem poucos trabalhos a respeito
de sua polinizacédo e producéo de sementes. Das 35 espécies, descritas por Schauer para Martius
in Flora Brasiliensis, em 1851, poucas foram coletadas. A espécie Stachytarpheta sellowiana
Schauer foi encontrada em apenas uma localidade, confirmando sua raridade (ATKINS;
ALVES; KOLBECK, 1996).

As plantas do género sdo bastante conhecidas como plantas invasoras de solos
cultivados, fato que oculta que o género contenha algumas espécies dignas de cultivo com
consideraveis méritos ornamentais. Muitas plantas tém suas flores roxas ou azuis e sdo arbustos
ou semiarbustos, fatores que favorecem seu uso na ornamentacdo (ATKINS; ALVES;
KOLBECK, 1996).

Quanto a suas caracteristicas botanicas descritas, € considerada subarbusto, com média
de 0,6 m de altura, ramificada, com ramos cilindricos. Suas folhas s&o sésseis, com lamina de
2-5 x 1-2 c¢cm, coriéceas, obovada, com apice obtuso, margem serrilhada, base atenuada, face
adaxial e abaxial densamente cobertas por tricomas simples e glandulares. Sua inflorescéncia é
robusta, congesta, em espigas terminais, possuem 4-6 floras anuais, medindo de 3-6 cm, com
brécteas verdes. Apresenta corola infundibuliforme de cor azul escuro, com tubo ligeiramente
curvo. Possui dois estames, inseridos na metade do tubo da corola (FIGURA 2) (CRUZ,
SALIMENA, 2017).
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Figura 2 - Héabito da planta Stachytarpheta sellowiana cultivada em canteiro, no Horto de
Plantas Medicinais, UFLA, em estadio de floracao.

Fonte: Da autora (2018).

2.4 Propagacao de Plantas
2.4.1 Estaquia

Entre as formas de multiplicacdo de plantas de forma assexuada, temos a vegetativa por
meio de estacas, que é uma das técnicas de propagacdo mais utilizadas. Essa € considerada uma
alternativa propicia a producdo de mudas, pois, além de ter baixo custo, garante a qualidade
genética das espécies, além da reducdo da fase juvenil da planta, diminuindo o tempo de
reproducdo das espécies (GOMES; DIONES, 2020). Além disso, a técnica possibilita
homogeneidade e consequentemente mudas bem formadas (OLIVEIRA et al., 2010).

Vérios fatores podem influenciar no sucesso ou ndo da propagacdo, e um desses
elementos é o tipo de estaca (SILVA, 2015). De acordo com Pacheco e Franco (2008), pode
haver uma varia¢do na composi¢do quimica do tecido da planta, de acordo com a parte do ramo.
Sendo assim, estacas de diferentes segmentos tendem a diferir quanto ao seu potencial de

enraizamento.
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Oliveira et al. (2008), em seu trabalho de reproducdo de Lippia sidoides Cham, testaram
0 enraizamento de diferentes tipos de estacas, cujos segmentos apicais, foram o0s mais
responsivos. E Pimenta et al. (2007) concluiram que o enraizamento de estacas de espécies nao
domesticadas de Lippia (Verbenaceae) foi muito baixo, aléem de variar em resposta a época de
coleta das estacas e quanto ao tipo e & concentracdo das auxinas utilizadas. Esses resultados
comprovam a importéancia de se testar o melhor tipo de estaca para a reproducao vegetativa das
espécies.

Outro fator que interfere diretamente no pegamento das mudas € o tipo de substrato.
Gomes et al. (2015) afirmaram que as caracteristicas quimicas e fisicas dos substratos séo
elementos que também tém alto poder de influéncia no enraizamento e na sobrevivéncia das
mudas. Lacerda et al. (2006) declaram que o substrato ideal deve suportar seguramente a
fixacdo das estacas, ser poroso o suficiente, para a expansdo do sistema radicular, além de ser
capaz de disponibilizar os nutrientes essenciais para o desenvolvimento vegetativo.

Com isso, vé-se a importancia de se testar a influéncia do tipo de estaca e substrato, a
fim de produzir mudas mais vigorosas. Um sistema radicular mais vigoroso, uniforme e
volumoso iré refletir positivamente na sobrevivéncia bem como no desempenho da planta no
campo (ALCANTARA et al., 2007). Ademais, Stachytarpheta sellowiana, por ser uma espécie
em risco de extingdo, com potencial medicinal, necessita de estudos agronémicos que
desenvolvam protocolos eficientes de propagacédo, a fim de evitar a erosdo genética da espécie
(IUCN, 2017).

2.4.2 Cultivo in vitro

Existe uma grande preocupacao com o extrativismo vegetal, pois essa pratica, no habitat
natural de forma desordenada, tanto para fins de comercializagdo quanto para estudos, quando
realizado em excesso, pode ocasionar danos a biodiversidade. Portanto torna-se de extrema
importancia o desenvolvimento de técnicas de cultivo, a para sua exploracdo sustentavel, bem
como para a conservacao do germoplasma. Nesse aspecto, a micropropagacgéo de plantas pode
ser considerada uma técnica viavel, pois, a partir de uma planta matriz, pode-se propagar a
especie in vitro em larga escala (MARCO-MEDINA; LAS CASAS, 2015; SANTORO et al.,
2013).

Na propagacao in vitro, o explante é isolado da planta matriz e cultivado sob condic¢Ges
assépticas, em um meio de cultivo artificial. Ja a micropropagagéo é uma técnica de cultura de

tecidos muito utilizada, em plantas medicinais, principalmente, quando é relacionada com a
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producdo de metabolitos secundarios (SIAHSAR et al., 2011). O principio basico dessa técnica
é a totipotencialidade celular, na qual uma célula do organismo vegetal contém todas as
informacBes necessarias para regenerar uma planta completa (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Com a micropropagacao torna-se possivel uma producdo uniforme e anual
das plantulas. Desta forma, leva as condi¢fes fisicas e quimicas o mais préximo do ideal,
potencializando o desenvolvimento da espécie no microambiente.

Rajender et al. (2012) estabeleceram um protocolo de micropropagacdo de
Stachytarpheta jamaicensis, a partir de explantes nodais, cultivados em meio MS. Os autores
iniciaram o cultivo com diferentes concentracdes da citocininas BAP (6-benzilaminopurina) e
CIN (cinetina) e conseguiram bons resultados com BAP 0,5 mg.L™* e CIN 1,0 mg.L . Logo
apos, reproduziram os explantes em meio MS com diferentes concentracdes de IBA (acido
indolbutirico) e GAz (giberelina). Com isso, concluiram que o meio com a dosagem de 0,5
mg/L de IBA e BAP promoveu 84% de enraizamento e 75% de sobrevivéncia apds a
aclimatizacéo.

Sendo este trabalho um dos poucos sobre cultivo in vitro dentro do género
Stachytarpheta, justifica-se a aplicacdo de estudos e respeito da micropropagacdo da S.
sellowiana. Além de inédito, permite a obtencdo de um grande nimero de plantas, em um

pequeno espaco, fornecendo alternativas para a preservacao da espécie.

2.4.3 Sementes

Como forma de reproducdo sexuada das plantas, tem-se a propagacao por sementes,
entretanto essa técnica dispGe de alta variabilidade e baixa uniformidade para as plantas
(FALEIRO et al., 2019; GRATTAPLAGIA et al., 1991). Entre os elementos essenciais ao
sucesso da germinacdo, encontra-se a temperatura, a luz, a disponibilidade de dgua e oxigénio.
Em relacdo a luz, verifica-se que algumas espécies necessitam de altas intensidades luminosas,
enguanto outras, auséncia total de luz, nesse caso, a luz pode ser um agente opositor ou entdo
ajudar na germinacdo das sementes (NASSIF; VIEIRA; FERNANDES, 2004).

Além da luz, a temperatura € outro agente impactante no processo germinativo. Ela pode
afetar os processos bioguimicos responsaveis por reger todo o processo de germinagédo. Sendo
assim, é necessario definir uma faixa de temperatura maxima, a fim de viabilizar o processo
(NASSIF; VIEIRA; FERNANDES, 2004).

Testes de germinacdo com 13 espécies de Stachytarphetas expressaram baixa

germinabilidade sob temperaturas constantes, na presenca de luz, sendo a alternancia de
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temperatura (15/30°C) o fator que aumentou significativamente a germinabilidade de
Stachytarpheta sp., S. confertifolia, S. glabra e S. sellowiana e inibiu a germinagdo de S.
cayennensis em relacdo a germinacao sob temperaturas constantes (SANTOS, 2008).

E valido destacar a importancia dos estudos que buscam reconhecer os aspectos e fatores
que afetam negativamente a germinacdo de sementes, tais como causas ambientais, genéticas,
danos morfoldgicos e fisiologicos, como dorméncia, maturidade, vigor, entre outros (PADUA
et al., 2011). Quando a plantula ainda esta no estagio de embrido, dentro da semente, encontra-
se na fase mais sensivel do desenvolvimento, e 0 sucesso na etapa de germinacdao, mesmo sob
condicBes adversas, resulta em uma menor mortalidade (DAVIES JUNIOR et al., 2011).

O tamanho das sementes também interfere no processo de germinacdo (JURADO;
WESTOBY, 1992). Quando as sementes sdo grandes, elas possuem maior suprimento de
reservas, gerando plantulas mais fortes, aumentando suas chances de estabelecimento mesmo
sob condicBes desfavordveis. Entretanto com as sementes pequenas acontece 0 0posto
(MOLES; WESTOBY, 2004). Por isso, as sementes pequenas sdo mais exigentes quanto a
condi¢des ambientais ideais para germinarem, na tentativa de evitar a germinacao em condicdes
desfavoraveis ao seu estabelecimento (MEYER; KITCHEN, 1994).

As espécies de Stachytarpheta, estudadas por Santos (2008), apresentam sementes
pequenas, a maioria fotoblasticas positivas, apresentando maiores germinabilidades a 25 e 30°C
e sob alternéncia de temperaturas. Apresentaram diferencas inter e intraespecificas, em sua
germinacdo, comprovando a existéncia de diferentes padrGes de germinacdo com diferencas
guanto a dorméncia dentro do género, indicando associacao da resposta germinativa encontrada

com o habitat ocupado pela espécie.

2.5 Radiacao

A fotossintese das plantas € diretamente ligada a luz, que € um fator abi6tico muito
importante nesse processo. Além da fotossintese, a luz interfere no crescimento e
desenvolvimento, tornando-se essencial para os processos fisiologicos (MUPAMBI et al.,
2018; ZHOU et al., 2018).

Por meio da utilizagdo de técnicas de sombreamento em cultivos, pode-se atenuar a
radiacdo solar emitida, permitindo, desta forma, manipular as varidveis micrometeoroldgicas,
para que haja uma adequacdo climatica a fim de induzir a um 6timo crescimento e aumento da
produtividade (AHEMED; AL-FARAJ; ABDEL-GHANY, 2016). Isso pode ser feito com o

uso de malhas coloridas, ao escolher a luz em comprimento especifico de onda, que vai gerar
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efeitos fisioldgicos distintos nas plantas (BRANT et al., 2009). Portanto as malhas interferem
na qualidade e quantidade de radiacdo transmitida, modificando o espalhamento e refletancia
de luz (ALVES et al., 2018).

Para o sombreamento de estufas, utilizam-se malhas de diversas coloragdes, sendo de
maior interesse econdmico as cores azul e vermelha. A malha azul tem a capacidade de filtrar
as ondas na faixa do vermelho e do vermelho distante e de transmitir essa luz nos comprimentos
de onda da regido do azul-verde (400-540 nm). Ja a malha vermelha tem a menor transmitancia
na regido do azul, verde e amarelo e maior na regido do vermelho e do vermelho distante
(superior a 590 nm) (SHAHAK et al., 2004).

Alves et al. (2018) verificaram que plantas de Lippia alba (Mill) N.E.Br (verbenaceae)
apresentaram maior massa seca de folhas, sob o cultivo em malhas azuis, quando comparados
os resultados sob malhas vermelhas e em pleno sol. Entretanto a massa seca de raiz apresentou
maiores valores sob cultivo em pleno sol, quando comparada com as cultivadas sob malhas
azuis e vermelhas. Esses resultados demonstram que as diferentes malhas coloridas interferem
no crescimento das plantas. As malhas coloridas, também, interferem na producdo de
metabolitos secundarios, como podemos observar nos trabalhos de Lima et al. (2019), com
Lippia alba, os quais verificaram que a malha vermelha induziu a producdo de eugenol.
Portanto a utilizacdo de malhas coloridas, para a transmisséo da radiagéo ultravioleta, pode ser
uma alternativa para aumentar a producdo de metabdlitos secundarios em plantas medicinais
(CHAGAS et al., 2013; CORREA et al., 2012; SOUZA et al., 2014).

Com base nesses estudos, observa-se a importancia de estudar o cultivo de plantas
medicinais sob malhas, com o intuito de conhecer as respostas fisioldgicas e de crescimento em

diferentes emissdes de radiacao.

2.6 Anatomia Vegetal

Estudos a respeito das estruturas internas das plantas podem ser coadjuvantes na
compreensdo de inimeros processos relacionados ao Corpo Vegetal, como também nos estudos
de identificacdo taxonémica (MENEZES; SILVA; PINNA, 2012). Alem disso, estudos
morfoldgicos, principalmente os que abordam as estruturas internas das plantas, podem
demonstrar se a espécie possui propriedades medicinais, comerciais, bem como demonstrar
seus potenciais ecoldgicos (CARVALHO; CARNEIRO, 2021).

A anatomia das plantas pode ser influenciada por diferentes condi¢cdes ambientais
(LIMA, 2004). Essas alteragGes, em geral, s&o menos significativas em caules e raizes quando
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comparados com as folhas. Nesse 6rgdo, essas alteragcdes afetam diretamente 0s processos
metabdlicos e fisioldgicos das plantas, que consequentemente alteram 0s processos de
fotossintese e respiracdo (DEBERG; MAENE, 1984). Assim como o caule e a raiz, as folhas
apresentam trés conjuntos de tecidos, o sistema dérmico, que constitui a epiderme e reveste a
superficie foliar; o sistema fundamental, que constitui o0 mesofilo da lamina foliar e o cortex da
nervura mediana e do peciolo; e o sistema vascular que constitui os tecidos vasculares das
nervuras (MENEZES; SILVA; PINNA, 2012).

A epiderme, presente no limbo foliar, pode se apresentar de maneiras diferentes, nas
diferentes espécies de plantas, tanto em relacdo ao numero de camadas (uni a multisseriada),
assim como a forma das células, sua estrutura, arranjo estomatico, morfologia, arranjo de
tricomas, entre outras caracteristicas (MENEZES; SILVA; PINNA, 2012).

Adedeji (2012), pesquisando a organizacao morfoanatémica das folhas de trés espécies
de Stachytarpheta, verificaram que elas sdo anfiestomaticas, apresentando dois tipos de
tricomas, glandulares e ndo glandulares. Sendo os tricomas ndo glandulares de maior densidade
numérica na superficie adaxial que na superficie abaxial, pode ser uma estratégia de protecao
contra a radiacdo excessiva. Estudos sobre essas estruturas sao ferramentas importantes, para
contribuir com o entendimento do comportamento fisiologico das plantas, além de auxiliarem

na correta identificacdo das espécies.
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RESUMO

Stachytarpheta sellowiana Schauer, conhecida vulgarmente por gervéo, é endémica da
regido do cerrado. Por ser uma planta selvagem e de potencial medicinal, estudos que
estabelecam métodos de propagacdo sdo necessarios, para evitar a erosao genética da espécie.
Objetivou-se avaliar diferentes formas de propagacdo de S. sellowiana, a fim de apontar o
método mais vidvel. Foram avaliados trés métodos de propagacéo: estabelecimento in vitro,
propagacao sexuada com diferentes lotes de sementes e propagacao assexuada por estaquia. No
estabelecimento in vitro, testaram-se quatro tipos diferentes de meio: MS, suplementado com
30 g L de sacarose; MS com metade da concentragdo de sais e com 15 g L-! de sacarose; WPM
e B5. O meio mais adequado foi 0 MS com metade dos sais e sacarose e pH 4,4, embora tenha
alcancado uma baixa taxa de sobrevivéncia (32%) dos explantes. Nessas condicdes de cultivo,
verificou-se que as bactérias ndo se desenvolveram, e as plantulas tiveram uma taxa de
sobrevivéncia de 80%. Para os testes de germinacdo, foram utilizados lotes de sementes
coletadas no habitat natural de plantas cultivadas em casa de vegetacdo e em canteiros. As
sementes de cada lote foram germinadas em dois tipos de substratos (terra e areia na proporgéo
2:1 e papel mataborrdo). Para isso, foram utilizadas 100 sementes por tratamento, com quatro
repeticdes, contendo 25 sementes por repeticdo (gerbox). Para o teste de intensidade luminosa,
foram utilizadas cinco intensidades de luz LED (26; 70; 100; 113; 144 umol m-? s-) e sete
espectros de luzes (vermelha; azul; verde; branca; 70% vermelha:30% azul; 50% vermelha:
50% azul; 30% vermelha: 70% azul). Delineamento experimental utilizado foi o Inteiramente
Casualizado (DIC), com seis repeti¢cdes, num total de 11 tratamentos, contendo 12 tubos por
repeticdo. Maior taxa de germinacdo foi encontrada nos tratamentos de maiores intensidades
luminosas (113; 144 umol m-? s-1), 31% e 27%, respectivamente. A luz verde proporcionou
maior comprimento de parte aérea (3,52cm) e de raiz (5,98cm). O lote de sementes, advindo da
casa de vegetacdo, cultivado em papel de germinacdo, foi o mais responsivo para todas as
variaveis analisadas. Para a propagacdo assexuada, estacas nodais e apicais, medindo
aproximadamente 10 cm, foram transferidas para bandejas, contendo quatro tipos de substratos
diferentes (ambiente natural, terra e areia 2:1, terra, areia). O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 2 x 4, sendo dois tipos
estacas e quatro tipos de substratos. Utilizaram-se seis repeticOes e seis estacas por repeti¢éo,
totalizando 36 individuos por tratamento num total de 288 estacas. Apos 90 dias, foram
avaliados percentuais de enraizamento; porcentual de sobrevivéncia; nimero de folhas por
estaca; matéria seca das folhas; matéria seca das raizes. Foram realizadas analises de imagens
em microscopia eletrénica de varredura para a observacdo do desenvolvimento em nivel
microscopico das raizes. Os segmentos nodais proporcionaram maior de nimero de folhas,
cultivados nos substratos do ambiente natural (13,38), seguido por areia (11,71) terra e areia
2:1 (11,54), e terra (8,00). Conclui-se que a propagacéo de S. sellowiana pode ser realizada
tanto por sementes quanto por estacas apicais ou nodais em solo com terra + areia 2:1.

Palavras-chave: Gervdo. Planta medicinal. Germinacdo. Estaquia. Substratos.
Estabelecimento in vitro.



43

ABSTRACT

Stachytarpheta sellowiana Schauer, commonly known as ‘gervéo’, is endemic to the
Cerrado region. As it is a wild plant with medicinal potential, studies that establish propagation
methods are necessary to avoid genetic erosion of the species. The objective was to evaluate
different ways of propagating S. sellowiana, in order to identify the most viable method. Three
propagation methods were evaluated: in vitro establishment, sexual propagation with different
seed lots and asexual propagation by cuttings. In the in vitro establishment, 4 different types of
medium were tested: MS, supplemented with 30 g L of sucrose; MS with half the
concentration of salts and with 15 g L™* of sucrose; WPM and B5. The most suitable medium
was MS with half of the salts and sucrose, and pH 4.4, although it achieved a low survival rate
(32%) of the explants. Under these culture conditions, it was found that bacteria did not develop
and the seedlings had an 80% survival rate. For the germination tests, lots of seeds collected in
the natural habitat, from plants grown in a greenhouse and in flower beds were used. The seeds
of each lot were germinated in two types of substrates (earth and sand in a 2:1 proportion and
blotting paper). For this, 100 seeds were used per treatment, with 4 replications, containing 25
seeds per replication (gerbox). For the light intensity test, 5 LED light intensities were used (26;
70; 100; 113; 144 umol m-2 s-t) and 7 light spectra (red; blue; green; white; 70% red: 30% blue;
50% red: 50% blue; 30% red: 70% blue). The experimental design used was the Completely
Randomized (DIC), with 6 repetitions, in a total of 11 treatments, containing 12 tubes per
repetition. Higher germination rate was found in treatments with higher light intensities (113;
144 umol m-2 s-1), 31% and 27% successively. Green light provided greater length of shoot
(3.52cm) and root (5.98cm). The lot of seeds coming from the greenhouse, grown on
germination paper, were the most responsive for all variables analyzed. For asexual
propagation, nodal and apical cuttings measuring approximately 10 cm were transferred to trays
containing 4 different types of substrates (natural environment, earth and sand 2:1, earth, sand).
The experimental design used was completely randomized (DIC), in a 2 x 4 factorial scheme,
with two types of cuttings and four types of substrates. 6 repetitions and 6 cuttings per repetition
were used, totaling 36 individuals per treatment in a total of 288 cuttings. After 90 days, rooting
percentages were evaluated; survival percentage; number of leaves per cutting; dry matter of
leaves; root dry matter. Scanning electron microscopy image analyzes were performed to
observe the development at the microscopic level of the roots. The nodal segments provided
the highest number of leaves, cultivated in the substrates of the natural environment (13.38),
followed by sand (11.71), earth and sand 2:1 (11.54), and earth (8.00).

Keywords: Gervao. Medicinal plant. Germination. Cuttings. Substrates. In vitro establishment.
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1 INTRODUCAO

A familia Verbenaceae compreende 32 géneros e 480 espécies (ATIKINS, 2004). No
Brasil tem-se a maior flora da familia, com 16 géneros e 286 espécies, sendo 187 endémicas
(THE BRAZIL FLORA GROUP (BFG); ZICKEL, 2015). Entre 0s géneros mais
representativos, temos o Stachytarpheta Vahl, que abrange 81 espécies, sendo 75 endémicas
(SALIMENA; CARDOSO, 2014).

Estudos etnofarmacologicos com as espécies do género relataram atividades diuréticas,
anti-inflamatorias, analgésicas, laxantes, pneumonias, hepatites, inflamagdes e antimalarias
atribuidas a Stachytarpheta cayenensis, (HAMMER; JOHNS, 1993; MILLIKEN et al., 2021;
RIBEIRO et al., 2017); antidoto para picadas de cobra ou escorpido de S. indica (L.) Vahl
(AHMAD; HOLDSWORTH, 2003); uso em doencas respiratérias de S. elatior Schrad. ex
Schult. (AGRA et al., 2007) e purificadora do sangue, resfriado comum, auxilio na lactacéo
conferida & S. jamaicensis (L.) Vahl (CLEMENT; BAKSH-COMEAU; SEAFORTH, 2015).
Algumas ja foram estudadas quanto as suas atividades bioldgicas, como, por exemplo, efeito
antimicrobiano e antifangico foi relatado para S. jamaicensis (KHAN et al., 2020; LIEW;
YONG, 2016), atividade antileishmania para S. cayennensis (MAQUIAVELI et al., 2016); e
alivio de disturbios gastrointestinais para S. angustifolia (Mill.) Vahl (MOHAMMED et al.,
2019).

Stachytarpheta sellowiana Schauer, conhecida vulgarmente por gervéo, é endémica da
regido do cerrado (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2018). Ndo foram encontrados estudos
agronémicos, quimicos ou bioldgicos com essa espécie na literatura. Por ser uma planta
selvagem, sdo necessarios estudos que avaliem aspectos agronémicos, como sua propagacao,
ja que se trata de uma planta endémica com potenciais medicinais e ameacada de extincdo. A
propagacdo de plantas, por meio de seus diversos métodos, é aplicada desde o inicio da
agricultura, com o proposito de multiplicar a quantidade de plantas bem como perpetuar as
espécies (LINHARES; ARAUJO; DIAS, 2021).

A propagacdo de uma planta pode ser via sexuada ou assexuada. Na propagacgéo
sexuada, a reproducéo é realizada via germinacdo de sementes. A propagacao, via sementes, é
uma das mais empregadas na implantacdo de plantios, e varios fatores podem interferir no
sucesso ou ndo da germinacao, entre eles, luz, temperatura, disponibilidade de agua e oxigénio
(NASSIF; VIEIRA; FERNANDES, 2004). E importante conhecer as condigdes que favorecem
0 crescimento, bem como o substrato mais indicado para a germinagao e, consequentemente, o
melhor desenvolvimento das plantulas (BARBOSA, 2017).
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Existem diversas formas de reproducéo assexuada, mas, no presente trabalho, destacam-
se a estaquia e a propagacao in vitro. A propagacao por estaquia € um método bastante difundido
e € muito utilizado para a manutencdo de espécies de importancia econémica e medicinal
(EHLERT; LUZ; INNECCO, 2004). Esse método é muito indicado, principalmente, por sua
praticidade, simplicidade e economia (MARTINS et al., 2015).

A regido onde a planta é cultivada também pode interferir no processo de germinacao,
pois melhores ou piores condi¢cdes de umidade e temperatura, durante a maturagédo das plantas,
irdo determinar a qualidade fisiologica das sementes (COSTA et al., 2005).

Entretanto o tipo de substrato influencia diretamente no sucesso ou ndo da propagagao
de plantas (SCHMITZ; SOUZA; KAMPF, 2002). Diversas propriedades fisicas dos substratos
podem influenciar o enraizamento de estacas, como porosidade, densidade e capacidade de
retencdo de agua. Esses fatores podem criar restri¢des fisicas, impedindo o desenvolvimento
radicular (PEGO et al., 2019; PEGO; GROSSI, 2016). Sendo assim, a utilizacio de substratos
mais adequados, para proporcionar maior enraizamento, sdo essenciais para a formacao de
mudas de qualidade.

Outros fatores podem interferir no enraizamento das estacas, como, por exemplo, a
lenhosidade do segmento (PAULA, 2016). Quanto maior a quantidade de lignina, maior a
dificuldade de enraizamento, quando comparadas com estacas que foram excisadas de partes
mais herbaceas das plantas (FRANSON; CARPENEDO; SILVA, 2010). A juvenilidade
ontogenética influencia diretamente a competéncia de enraizamento da planta e, geralmente,
tecidos mais jovens apresentam indices de enraizamento maiores, com um sistema radicular de
melhor qualidade, gerando mudas mais vigorosas (QUADROQOS, 2013). O fator de juvenilidade
€ expresso no sentido do apice para a base das plantas (ALFENAS et al., 2009). Sendo assim,
segmentos apicais podem ser considerados mais jovens que segmentos nodais e,
consequentemente, acarretarem em diferentes respostas de pegamentos de mudas.

J& a propagacdo in vitro é de fundamental importancia, para a conservacao de espécies,
cujas propriedades medicinais séo forte alvo de pesquisa. A propagacao in vitro garante um
abastecimento continuo de plantas medicinais, utilizando um minimo de espago e tempo. A
utilizacdo de métodos in vitro, para a conservacdo de material vegetal, apresenta algumas
vantagens, em relacdo a manutencdo de colecdes vivas em condi¢do de campo, como maior
taxa de multiplicacdo; o ambiente pode ser controlado ou alterado para atender as necessidades
especificas da planta; auséncia do risco de serem danificados por insetos e doencas;
fornecimento continuo de plantas medicinais, ao longo do ano, entre outros (CHATTERJEE;

GHOSH, 2020). Embora essa técnica tenha como desvantagem o custo elevado, a crescente
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demanda da industria farmacéutica por plantas indexadas, livres de virus, com alta qualidade
fitossanitaria e fisioldgica, bem como com capacidade de sintese de metabolitos secundarios
potencializada, coloca essa técnica como uma das mais interessantes para plantas medicinais
(MORAIS et al., 2012).

No que diz respeito a estudos de propagacdo com espécies do género Stachytarpheta,
apenas o estudo de Rajender et al. (2012) que realizaram o cultivo in vitro com S. jamaicensis
foi encontrado na literatura. Esses autores acharam uma taxa de 75% de sobrevivéncia, apos a
aclimatacdo, quando as plantulas foram cultivadas, utilizando 0,5mg L de IBA (écido
indolbutirico) e 0,5mg L™ de BAP (6-benzilaminopurina).

O presente estudo teve como objetivo avaliar diferentes métodos de propagacéo para a
espécie Stachytarpheta sellowiana. Foram avaliados trés métodos, sendo dois de forma
assexuada (enraizamento via estacas apicais e nodais e estabelecimento in vitro) e uma forma

de reproducdo sexuada (sementes).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacao experimental

Os experimentos de germinacdo de sementes e estabelecimento in vitro foram
desenvolvidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais e Plantas Medicinais no
Departamento de Agricultura, da Escola Superior de Agricultura, na Universidade Federal de
Lavras (DAG/ESAL/UFLA), localizada na regido sul de Minas Gerais, Brasil, nas coordenadas
21°14 'S € 45°00 ' W, em 918 m de altitude.

2.2 Germinacao de sementes

2.2.1 Germinagéo in vitro sob diferentes intensidades e qualidades luminosas

As sementes foram desinfestadas com alcool 70%, por 1(um) minuto e, posteriormente,
transferidos para agua sanitaria 50%, agitada por 10 a 15 minutos e lavadas cinco vezes com
agua destilada autoclavada, cada lavagem por 1(um) minuto.

Apds a assepsia, as sementes foram transferidas para tubos de ensaio contendo 15 mL
de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com metade das concentracdes dos
sais (MS/2), suplementado com 30 g L* de sacarose, solidificado com 5,5 g L de 4gar e pH
ajustado para 5,7+ 0,1 e autoclavado a 120°C e 1(um) atm, por 20 minutos. Os tubos foram
encaminhados a sala de crescimento, a 26°C, e acondicionados sob cinco intensidades de
lampadas LED (26; 70; 100; 113; 144 pumol m-2 s-), aferidas por meio do medidor PRO
CHECK + PAR PHOTON FLUX SENSOR, MODELO QSO-S (DECAGON DEVICES -
Pullman-Washington-USA) e sete espectros de luzes: vermelha; azul; verde; branca (LED);

70% vermelha:30% azul; 50% vermelha: 50% azul; 30% vermelha: 70% azul.

2.2.2 Delineamento experimental

Foram organizados dois experimentos distintos, um com cinco intensidades de lampadas
LED (26; 70; 100; 113; 144 pmol m-2 s-1), ou com sete espectros de luzes monocromaticas:
vermelha; azul; verde; branca (LED); e combinag6es: 70% vermelha:30% azul; 50% vermelha:
50% azul; 30% vermelha: 70% azul. O delineamento experimental foi o Inteiramente

Casualizado (DIC), com seis repeti¢Ges, contendo 12 tubos por repetigéo.
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2.2.3 Variaveis analisadas

A partir do inicio da primeira germinacao, apés 30 dias, foi feito um acompanhamento
a cada trés dias, num periodo total de 100 dias, para a contagem de germinacéo e crescimento
das sementes. As avaliagdes foram feitas com base nas Regras de Andlises de Sementes
(BRASIL, 2009). No final dos 100 dias, as plantulas sobreviventes foram examinadas, quanto
ao tamanho de raiz e parte aérea, com auxilio de uma régua, e os resultados foram expressos

emcm.

2.3 Germinacdo em Gerbox de dois lotes de sementes

2.3.1 Localizagdo experimental

O experimento de germinacdo de sementes em gerbox foi desenvolvido no Laboratorio
Central de Pesquisa em Sementes - LCPS, no Departamento de Agricultura da Escola Superior
de Agricultura, na Universidade Federal de Lavras (DAG / UFLA), localizada na regido Ssul
de Minas Gerais, Brasil, nas coordenadas 21°14 ' S € 45°00 ' W, em 918 m de altitude.

2.3.2 Conducéo do experimento

Sementes de S. sellowiana foram coletadas de plantas cultivadas, em dois ambientes
diferentes, caracterizando um lote oriundo de casa de vegetacao e o outro de canteiro ao ar livre.
Primeiramente foi feita a assepsia dos gerbox com alcool 70°GL, depois, as sementes passaram
por um processo de esterilizagdo com hipoclorito de sddio 1% por 3 min. As sementes foram
semeadas em dois substratos diferentes, folhas de papel mata-borréo e areia + terra (2:1). Para
umedecer o substrato, as folhas foram pesadas e foram adicionados 2,5x o valor do peso em
agua destilada. Apos a inoculacao, elas foram acondicionadas em BODs (Biochemical Oxygen

Demand) com fotoperiodo de 12/12 de luz e escuro, a temperatura constante de 25°C.

2.3.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o DIC, contendo quatro tratamentos e quatro

repeticdes e cada repeticdo com 25 sementes por gerbox. Os tratamentos constavam em
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sementes do ambiente natural, cultivadas em terra e em papel e sementes do ambiente

controlado, cultivadas em terra e em papel.

2.3.4 VVariaveis analisadas

Para o monitoramento de germinacdo, as contagens de plantulas normais foram feitas,
a cada trés dias até 60 dias, obtendo-se o indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) e a
Germinacdo expressa em porcentagem de plantulas normais obtidas (BRASIL, 2009). As
avaliacdes foram feitas com base nas Regras de Andlises de Sementes (BRASIL, 2009). Ap6s
60 dias, as plantulas sobreviventes também foram avaliadas quanto ao tamanho de raiz e parte

aérea, com auxilio de uma régua, e os resultados foram expressos em cm.

2.3.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e, quando significativos (p<0,05),
aplicou-se o teste de Scott-Knott, utilizando o programa estatistico R (THE R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2017).

2.4 Enraizamento de estacas

As estacas foram coletadas de plantas matrizes, na Serra do Campestre em Lavras-MG,
situada nas coordenadas geograficas 21° 14’S 00 W, a 918 m de altitude. Essa espécie foi
registrada na Plataforma SisGen (Registro A97517C), de acordo com a Lei da Biodiversidade
Brasileira n° 13.123 / 2015. A coleta foi feita, no periodo da manha e foram seccionados os
ramos inteiros e, em seguida, acondicionados em recipientes com agua e transportados até o
horto de plantas medicinais, onde as estacas foram selecionadas e padronizadas.

Os tipos de estacas foram: apicais (retiradas do apice do ramo da planta matriz) e nodais
(retiradas a partir do 30 e ou 4° nd); cortadas com tesoura de poda em formato bisel nas
extremidades. Foram utilizadas estacas de aproximadamente 10cm, com dois a trés nés, sem
ramificagbes e com um par de folhas. Apos o corte e antes do plantio nos substratos, as estacas
foram acondicionadas, em bandejas de polietileno, mantidas imidas até 0 momento do plantio.
Né&o foi realizado nenhum tratamento de desinfestacdo das estacas antes do plantio. As estacas
foram plantadas verticalmente, aprofundando-se 1/3 da estaca no substrato. As badejas com as
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estacas foram dispostas, em bancadas da casa de vegetacédo, sob sombrite (50%). As estufas
continham um sistema de irrigagéo por nebulizagéo.

Para o enraizamento, foram avaliados quatro tipos de substratos (S1: areia, S2: terra, S3:
terra e areia 2:1, S4: solo da serra) e dois tipos de estacas (apicais e nodais). Amostras dos
substratos foram coletadas e enviadas para o Laboratério de Andlise de Solos da UFLA, DCS,
cujos resultados estdo apresentados na Tabela 1. Esses solos foram acondicionados em bandejas

de isopor, com 72 células.

Tabela 1 - Composicdo quimica dos diferentes substratos das origens de amostras de
Stachytarpheta sellowiana Schauer.

pH M.O. K P Al Ca Mg
Substratos .
Agua %(m/iv) ... mgdms.... ... cmol/dms..........
Terra + areia 54 1,03 25,89 2,52 0,07 0,68 0,05
Terra 6 141 26 1,13 0 1,2 0,2
Ambiente 54 11 46,26 1,7 0,1 0,41 0,15
Areia 53 0,21 8,3 5,89 0,1 0,74 0,25

Fonte: Da autora (2021).

2.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2 x 4, sendo dois tipos de estacas e quatro tipos de substratos. Utilizaram-se
seis repeticdes e seis estacas por repeticao, totalizando 36 individuos por tratamento num total
de 288 estacas de Stachytarpheta sellowiana.

2.6 Variaveis analisadas

As caracteristicas avaliadas foram percentuais de enraizamento; porcentual de
sobrevivéncia; numero de folhas por estaca; matéria seca das folhas; matéria seca das raizes.
Foram feitas também fotos por microscopia eletrdnica de varredura para a observagdo do

desenvolvimento em nivel microscopico das raizes.
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2.7 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e, quando significativos (p<0,05),
aplicou-se o teste de Scott-Knott, utilizando o programa estatistico R, pacote ExpDes (THE R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2017).

2.8 Estabelecimento in vitro

Foram excisados segmentos apicais de plantas Stachytarpheta sellowiana, mantidas em
casa de vegetacao, com 1cm de comprimento. Esses segmentos foram lavados em agua corrente
com detergente por 15 min. Em seguida, foram transferidos para um recipiente contendo alcool
70%, sendo agitados por 1 minuto. Posteriormente, foram transferidos para dgua sanitéaria 50%,
agitando por 15 minutos. Apos esse processo, foram transferidos para uma camara de fluxo
onde foram lavados cinco vezes com agua destilada autoclavada.

Apds a assepsia, 0s propagulos foram transferidos para tubos de ensaio (25x150 mm),
contendo 15 mL de meio de cultura, de quatro tipos diferentes de meio de cultura: MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L™ de sacarose, MS/2 com metade
da concentracdo de sais e com 15 gL-! de sacarose, WPM (LLOYD; McCOWN, 1980) e B5
(GAMBORG; MILLER; OJIMA, 1968). Todos foram autoclavados a 120 °C e 1 atm, por 20
minutos. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h luz/8h
escuro, sob intensidade luminosa de 42 umol m- 2 s- 1, a temperatura de 26x1 °C. Depois de 90
dias de estabelecimento, foi verificada a porcentagem de sobrevivéncia em cada tipo de meio.
Foram consideradas sobreviventes as plantulas que possuiam ao menos um par de folhas.

Apbs avaliar o melhor meio de estabelecimento, as plantas sobreviventes foram
multiplicadas. Para isso, foram excisados segmentos apicais e nodais, sem folhas, com 1cm de
comprimento, as quais foram inoculados, em meio MS/2 com metade da concentracgéo de sais
e com 15 gL-! de sacarose, pH 4,4, contendo 15 mL de meio de cultura liquido, cujo meio foi
acidificado com HCI 0,5M até chegar ao pH 4,4, com o objetivo de diminuir o crescimento de
bactérias. Em seguida, o meio foi autoclavados a 120 °C e 1 atm, por 20 minutos. Os explantes
foram mantidos, em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h luz/8h escuro, sob intensidade
luminosa de 42 umol m- 2 s- 1, a temperatura de 26+1 °C. Depois de 90 dias de estabelecimento,

foi verificada a porcentagem de sobrevivéncia.
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2.9 Microscopia eletrénica de varredura - MEV

Com o intuito de observar as estruturas e desenvolvimento anatdmico das raizes, foi
feita a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Foram coletados pedacos da parte mediana
das raizes, com 1cm, de comprimento, as quais foram identificadas separadamente pelos seus
tratamentos e colocadas em sacos de aluminio.

No Laboratério de Microscopia Eletronica da UFLA do Departamento de Fitopatologia,
foram fixadas em microtubos de 1,5 ml, com Karnovsky modificado (Glutaraldeido 2,5%,
formaldeido 2,5% em tampéo cacodilato de sédio 0,05M, pH 7,2, CaCI2 0,001M). Em seguida,
foram desidratadas, em gradientes progressivos de acetona (25, 50, 75, 90 e 100%), por 10
minutos cada e submetidas a secagem ao ponto critico (BAL-TEC, modelo CPD-030,
Principality of Liechtenstein), montadas em stubs de aluminio com fita adesiva dupla-face, para
entao, receber cobertura metalizada, em evaporador de ouro Sputtering (BAL-TEC, modelo
SCD-050, Principality of Liechtenstein). As amostras foram observadas em microscopio
eletronico de varredura (LEO, modelo EVO 40 XVP, Cambridge-UK (ALVES et al., 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Germinacao das sementes in vitro sob diferentes intensidades e qualidades luminosas

Apo6s 90 dias, foi constatada maior porcentagem de germinacdo nos tratamentos de
maiores intensidades luminosas (113; 144 umol m-2 s-1) 31% e 27% sucessivamente (TABELA
2). Esses dados corroboram com os estudos de Machado et al. (2011), que constataram que as
sementes de Cordia verbenacea D.C. (Boraginaceae), uma planta medicinal conhecida
tradicionalmente como erva-baleeira, germinaram sob luz constante. A germinacao de sementes
de Stachytarpheta cayennesis (L.C. Rich) Vahl, também, foi favorecida, quando estava sob a
presenca de luz (ROSSETTO; VIEGAS; NAKAGAWA, 2000). Esses resultados indicam que
essas sementes podem ser fotoblasticas positivas.

Entretanto, para as varidveis de desenvolvimento analisadas, tamanho de parte aérea e
tamanho de raiz, maiores valores (3,42 cm e 4,89 cm) foram encontrados no tratamento com
menores intensidades luminosas (26 umol m-2 s-1). Os maiores valores de comprimento da parte
aérea, nas menores intensidades, podem ser justificados pelo estiolamento das plantulas.
Estiolamento é quando as plantulas se desenvolvem na auséncia ou em baixas intensidades de
luz, 0 que gera um crescimento geralmente alongado e com coloragdo amarela ou branca, por
auséncia de clorofila (TAIZ et al., 2017).

Tabela 2 - Porcentagem de germinacdo de sementes e comprimentos da parte aérea e raiz de
Stachytarpheta sellowiana, sob diferentes intensidades luminosas.

Intensidade de Luz Germinacgao Comprimento da Parte Comprimento de
pmol m-2 s-1 (%) aérea (cm) Raiz (cm)
26 25Db 342a 4,89 a
70 18¢ 2,84b 4,62b
100 25b 2,59 ¢c 4,07c
113 3la 2,52¢c 3,93d
144 27a 2,18d 3,86d
CV (%) 7,56 2,29 2,03

Fonte: Da autora (2021).
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

O espectro luminoso influenciou significativamente a germinagao in vitro das sementes
de Stachytarpheta sellowiana (TABELA 3). Os maiores percentuais de germinacdo foram
observados sob a luz verde monocromatica (33%), seguido pela luz azul (28%) e combinagéo

azul 70% e vermelho 30% (27%). Maiores proporces de luz vermelha (monocromatica
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vermelha, vermelha 50%: azul 50% e azul 30%: vermelha 70%) prejudicaram a germinacéo de
sementes de S. sellowiana, sendo entre elas a combinagéo vermelha 50%: azul 50% a que mais
inibiu a germinacdo. Embora sob luz branca, a germinacéo também foi altamente prejudicada,
em que ha uma proporcéo de luz vermelha.

As sementes podem ser classificadas em fotobl&sticas positivas, negativas ou neutras,
de acordo com a absorcdo do comprimento de onda da qualidade luminosa. Elas s&o
consideradas fotoblasticas positivas, quando precisam da luz branca ou vermelha para germinar,
fotoblasticas negativas, quando germinam com a luz vermelha intensa ou na auséncia de luz; e
tem-se também a classificacdo de fotoblasticas neutras quando germinam independente do
espectro de luz visivel (TAIZ et al., 2017).

Existe, nas plantas, um pigmento chamado fitrocromo, que € o responsavel pela
captacdo da luz, em que ha duas formas que podem ser alteraveis, o fitocromo inativo (FV) e o
fitocromo ativo (FVE). Sob as qualidades de luz vermelha ou azul, o fitocromo inativo (FV)
modifica sua organizagdo, convertendo-se em fitocromo ativo (FVE). Quando o fitocromo
absorve a luz vermelha intensa, o FVE converte-se em FV (TAIZ et al., 2017). Como a
germinacao foi dificultada em qualidades luminosas com luz vermelha, pode-se inferir que as

sementes tendem ao fotoblastismo negativo.

Tabela 3 - Porcentagem de germinacgdo de sementes e comprimento da parte aérea e raiz de
Stachytarpheta sellowiana, sob diferentes qualidades luminosas, apds 90 dias.

Qualidadede luz ~ Germinacio (%) ggms:gr‘:gt(‘ég‘;‘ Co”l‘qg';'z”(‘sgt)o de
Verde 33a 3,52 a 5,98 a
Branca 12e 2,20d 2,28d

Vermelha 19¢ 3,05Db 482b
Azul 28b 2,05e 1,94 f
70% A 30% V 27b 1,96 e 1,98 f
50% V 50% A 08 f 2,24d 2,10 e
30% A 70% V 15d 2,66 C 3,42 ¢
CV (%) 8,50 2,53 2,75

Fonte: Da autora (2021).
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

A qualidade espectral de luz também influenciou nos pardmetros de comprimento da
parte aérea e das raizes de plantulas de Stachytarpheta sellowiana. Assim, como para a
porcentagem de germinagdo, a luz verde proporcionou maior comprimento de parte aérea

(3,52cm) e de raiz (5,98cm). O comprimento de onda da qualidade luminosa verde tem um
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baixo coeficiente de absorcédo pelas plantas (KIM et al., 2004). Portanto esses valores podem
ter sido pelo estiolamento das plantulas e ndo por maior absorcéo nessa faixa visivel. Porém
esse espectro proporcionou maiores taxas de germinacdo quando comparado aos demais. Esse
fator pode indicar também a tendéncia das sementes ao fotoblastimo negativo.

A qualidade e a intensidade luminosa s&o fatores importantes tanto para o
desenvolvimento quanto para a fotossintese das plantas. A absor¢do de luz por fitocromos, entre
os comprimentos de onda do azul ao vermelho intenso, pode ou ndo incitar a germinacédo das
sementes (TAIZ et al., 2017). Portanto a predisposi¢do da semente, em relacdo a luz, varia de

acordo com a qualidade e a intensidade luminosa (BEWLEY et al., 2013).

3.2 Germinacao de sementes em gerbox

O lote de sementes advindo da casa de vegetacdo, cultivado em papel de germinagéo,
foi 0 mais responsivo para todas as variaveis analisadas (TABELA 4). Nesse tratamento, foram
encontradas melhores respostas, para o porcentual de germinacdo (52%), indice de velocidade
de germinacdo (4,96) e comprimento de parte aérea (5,40 cm). A Figura 1 corrobora com 0s
dados observados na Tabela 4.

Nota-se que ndo houve diferenca estatistica para a porcentagem de germinacao entre
papel e areia/solo. Em todas as variaveis, as sementes do ambiente natural apresentaram
respostas estatisticamente inferiores, quando comparadas as de casa de vegetacao. Isso se deve,
provavelmente, ao fato de que as sementes produzidas em ambiente ficaram mais expostas a
intempéries, como oscilagdes de temperatura e umidade relativa do ar, que as sementes
produzidas em casa de vegetacdo, o que pode provocar deterioracdo e consequente perda de
qualidade. As grandes varia¢es na umidade relativa do ar aceleram o processo de deterioracdo
em campo, 0 que contribui para a reducdo da germinacdo e vigor das sementes (EBONE;
CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019; LEPRINCE et al., 2017).
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Tabela 4 - Porcentual de germinacéo, indice de Velocidade de Germinacio (IVG) e tamanho
da parte aérea de lotes de sementes de S. sellowiana, cultivadas em diferentes tipos
de substratos.

Substratos
Producéo de sementes Germinacéo (%)
Papel de germinacédo Areia/solo
Casa de vegetacgdo 52 aA 46 aA
Ambiente natural 33 aB 26 bB
CV (%) 21,32
IVG
Casa de vegetacgao 4,96 aA 3,97 bA
Ambiente natural 2,98 aB 2,64 aB
CV (%) 12,64
Tamanho de parte aérea (cm)
Casa de vegetacao 5,40 aA 3,91 bA
Ambiente natural 2,34 aB 1,97 aB
CV (%) 14,52

Fonte: Da autora (2021).
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si estatisticamente ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey. Letras minusculas na linha, maidsculas na coluna.

Muitos fatores podem interferir no processo de germinagdo, como temperatura, luz,
oxigeénio, &gua, dorméncia e viabilidade de sementes (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Ha
dois fatores muito importantes que interferem diretamente a germinagéo, sendo eles o tipo de
substrato e a temperatura (OLIVEIRA et al., 2016). De acordo com Nogueira et al. (2012), o
tipo de substrato € o fator que mais afeta a germinacdo. Por isso, é necessario definir qual o
substrato € mais indicado para o desenvolvimento de cada espécie vegetal. Quando em testes
de germinacdo, o substrato pode exercer a funcdo do solo, servindo de suporte para a parte aérea
da planta, além de fornecer umidade as sementes e levar a condi¢des mais adequadas para o0 seu
desenvolvimento. Dessa forma, pode favorecer ou prejudicar a germinacdo (OLIVEIRA et al.,
2016).



57

Figural- Germinagdo de sementes de Stachytarpheta sellowiana oriundas de casa de
vegetacao e canteiro em diferentes substratos.

11—

-

Legenda: 1- Lote casa de vegetagdo em papel mata borréo; 2- Lote casa de vegetacdo na areia:terra 2:1;
3- Lote canteiro em papel mata borrdo; 4- Lote canteiro na areia:terra 2:1.
Fonte: Da autora (2021).

3.3 Enraizamento de estacas apicais e nodais em diferentes tipos de substratos

No substrato do ambiente natural, foi observado o maior percentual de enraizamento
(94,44%), a partir de segmentos apicais (FIGURA 2A). Para todos os tipos de substratos, os
segmentos apicais apresentaram porcentagem de enraizamento acima de 80%. Os demais
tratamentos apresentaram porcentagem de enraizamento na terra + areia de 86,11% e somente
terra ou somente areia 80,56%. Entretanto os segmentos nodais, cultivados no solo do ambiente
natural e na terra+areia, tiveram também percentuais de enraizamento consideraveis 89,89% e
86,11%, respectivamente. Esses dados corroboram com os de Silva et al. (2015), cujas estacas
apicais foram as mais indicadas para a producdo de mudas de alecrim-de-tabuleiro (Lippia

origanoides Kunth, Verbenaceae). Oliveira et al. (2008), também, obtiveram resultados
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semelhantes, uma vez que estacas apicais foram as mais indicadas para a reproducdo de plantas
de Lippia sidoides Cham (verbenaceae).

Esses resultados demonstram que a propagacao via estaca é altamente recomendada para
a reproducdo de mudas de S. sellowiana. Ja Pimenta et al. (2007), em sua pesquisa com 10
espécies de Lippia ssp, constataram que a reproducgdo por sementes é a mais indicada, em razdo
da eficiéncia reduzida de reproducéo via propagacgéo assexuada.

Quando se avaliou a taxa de mortalidade, observou-se que as estacas apicais tiveram
maiores indices de sobrevivéncia (FIGURA 2B). As menores taxas de mortalidade foram
observadas, nos tratamentos com terra e solo ambiente, para as estacas apicais, enquanto as
maiores taxas de mortalidade foram verificadas nos segmentos nodais que utilizaram os

substratos, terra e areia (13,89% para ambos).

Figura 2 - Percentuais de enraizamento (A) e mortalidade (B) de estacas apicais e nodais de
Stachytarpheta sellowiana Schauer, nos diferentes tipos de substratos, apds 90 dias
de cultivo.
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Fonte: Da autora (2021).
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Para as variaveis de desenvolvimento, os segmentos nodais foram mais responsivos

(FIGURAS 3 e 4). Maiores valores de numero de folhas foram detectados, nos substratos do

ambiente natural (13,38), seguido por areia (11,71) e terra/areia (11,54) e terra (8,00). Para os

segmentos apicais, 0 numero de folhas, também obteve maiores valores para os tratamentos

solo do ambiente (8,67), terra e areia (8,46) e somente areia (8,17). O tratamento com o

substrato somente terra (6,42) foi 0 que teve menor resposta.

Ja o peso seco das folhas, para os segmentos nodais, o tratamento com terra foi o que

obteve maior média (311,15mg). Com as forcas de tensao, coesdo e adesdo, ocorre 0 movimento

ascendente da seiva bruta e, com isso, as folhas assimilam essa seiva pela fotossintese,

favorecendo o desenvolvimento das estacas (TAIZ et al., 2017).

Figura 3 - Analises de crescimento dos propagulos de Stachytarpheta sellowiana Schauer, em
diferentes tipos de substratos, ap6s 90 dias de cultivo.
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Fonte: Da autora (2021).
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Figura4 - Conducédo do experimento de enraizamento, com segmentos nodais e apicais, nos
diferentes tipos de substratos.
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Fonte: Da autora (2021).

O alto valor de Ca, na terra utilizada como substrato, comparada com 0s demais
substratos, pode ter influenciado na maior matéria seca de folhas. De acordo com Taiz et al.
(2017), o Ca é utilizado na sintese de novas paredes celulares e no fuso mitético da divisao
celular, principios que participam ativamente da formacdo dos oOrgdos vegetais. Como o
nutriente faz parte das membranas celulares, ele pode ter induzido a producdo de folhas mais
espessas, levando-as a um maior peso seco.

Larentis et al. (2021), em seu trabalho com Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze
(Amaranthaceae), constataram que a presenca de folhas nas estacas ndo interferiu no resultado
final do enraizamento de estacas. Sendo assim, para a producdo de mudas vigorosas, as folhas
ndo auxiliam numa maior taxa de enraizamento, sendo irrelevantes nesse processo.

Maiores nimeros de raizes foram verificados nos tratamentos com substrato do
ambiente natural (9,83) e terra/areia (9,67) para segmentos nodais e, para segmentos apicais,
ndo houve diferenca significativa. Nota-se, no tratamento com solo do ambiente, um sistema
radicular com raizes primarias e secundarias, com sistema radicular bem desenvolvido e
proporcional a parte aérea (FIGURA 5).

Maior peso seco das raizes foram detectados nos tratamentos que se utilizaram o
substrato do ambiente natural, para ambos 0s segmentos, sendo 177,37mg para segmentos
nodais e 148,50mg para os apicais.
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Figura 5 - Estacas enraizadas de Stachytarpheta sellowiana apds 90 dias de cultivo.

Fonte: Da autora (2021).

As raizes do tratamento com substrato do ambiente natural e terra+areia, oriundas do
segmento apical, apresentaram uma grande quantidade de pelos radiculares (FIGURA 6-1A),
0s quais aumentam a superficie de contato e podem promover maior absor¢do de &gua e
nutrientes. O substrato do ambiente natural apresentou alta quantidade do nutriente K
(46,26 mg dm, o que pode ter interferido no maior peso seco de raizes. O K tem um papel
importante, na regulacdo do potencial osmético das células vegetais, além de ativar enzimas
que participam dos processos de respiracdo e fotossintese (TAIZ et al., 2017). Esses processos
sdo responsaveis pelo desenvolvimento das plantas.

No caso do gervdo, as estacas apicais sao menos lignificadas, quando comparadas com
as nodais. Pacheco e Franco (2008), em seus estudos, concluiram que a composi¢do quimica
do tecido da planta pode variar, ao longo do ramo, sendo assim, estacas de diferentes partes

podem promover diferentes respostas ao enraizamento.
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Figura 6 - Microscopia eletronica no aumento de 200X das raizes de Stachytarpheta sellowiana.

Legenda: 1: Solo arhbiente; 2:Areia; 3: Terra e areia; 4: Terra; A: piéél; B: Noal. Escala = 20pm.
Fonte: Da autora (2021).

De acordo com Pégo et al. (2019), as propriedades fisicas dos diferentes substratos,
como densidade, capacidade de retencdo de agua, porosidade, podem interferir diretamente no
enraizamento de plantas. Estes atributos podem ser fatores que limitam fisicamente a emisséo
de raizes, suprimindo a propagacao das estacas. Neste contexto, pode-se inferir que o substrato
do ambiente natural, por sua estrutura grosseira e irregular, contribuiu para a drenagem eficiente
do substrato, resultando em melhor desenvolvimento do sistema radicular das estacas de
Stachytarpheta sellowiana. O sistema radicular é determinante para induzir um &timo
desenvolvimento da planta. Estudos de Klein, Cohen e Hebbe (2000) concluiram que a
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conformidade das raizes, bem como maior enraizamento, sdo caracteristicas essenciais para a
formagéo de mudas superiores.

Maior matéria seca total foi encontrada, no tratamento com terra (448,01mg), e substrato
do ambiente natural (446,67mg), para os segmentos nodais (FIGURA 3). Para 0s segmentos
apicais, os substratos do solo do ambiente natural (385,04mg) e terra e areia (376,03mg) foram
0S que apresentaram maiores valores. De um modo geral, os segmentos nodais obtiveram
maiores valores para o desenvolvimento que 0s segmentos apicais, apesar da taxa de
sobrevivéncia ser maior com os segmentos apicais. Dados correspondentes foram encontrados,
nos trabalhos de Santos et al. (2016), em que avaliaram o tipo de estaca e substrato na propagacdo
vegetativa de Lippia gracilis Schauer. Concluiram que, para todas as variaveis analisadas, as

estacas medianas e basais apresentaram melhores resultados que as apicais.

3.4 Estabelecimento in vitro

O meio MS/2 foi 0 mais adequado, para o estabelecimento in vitro de S. sellowiana,
embora tenha alcancado uma baixa taxa de sobrevivéncia (32%) dos explantes (TABELA 2).
Esse estabelecimento foi muito afetado pela contaminacgdo principalmente por bactéria. O
crescimento de microrganismos foi observado em todos os meios avaliados. A Figura 7 mostra
uma plantula estabelecida no meio MS/2.

Com o intuito de identificar qual microorganismo havia causado essas infeccdes, 0
material foi colhido e encaminhado para o Laboratério de Microbiologia da UFLA, do
Departamento de Ciéncias dos Alimentos, no qual se constatou que se tratava da bactéria
Pseudomonas oryzihabitans Kodoma, Kimura e Komagata (1985), (Pseudomonadaceae).

De acordo com a literatura, as bactérias apresentam dificuldade de crescimento e
desenvolvimento em meios &cidos como por exemplo a pseudomona Pseudomona aeruginosa
(SOARES; SANTANA, 2020) e Pseudomona fluorescens (GONCALVES et al., 2017).

A espécie Stachytarpheta sellowiana foi coletada, em areas com solo acido, de acordo com a
andlise de solo (ANEXO A). Neste sentido, buscou-se a multiplicagdo das plantulas
sobreviventes no meio MS/2 dos sais (pH 5,8), em meio &cido (MS/2 dos sais e sacarose,
pH4,4). Nessas condicdes de cultivo, verificou-se que as bactérias ndo se desenvolveram, e as

plantulas tiveram uma taxa de sobrevivéncia de 80%.
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Figura 7 - Plantula de Stachytarpheta sellowiana, estabelecida no meio MS/2, apds 90 dias de
inoculacéo.

Fonte: Da autora (2021).

Tabela 5 - Percentual de sobrevivéncia dos explantes, em diferentes meios de cultura, apds 90

dias.
Meio | pH | Taxa de sobrevivéncia (%)
MS 58 14
MS/2 dos sais 58 32
WPM 58 27
B5 58 6,5

Fonte: Da autora (2021)
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4 CONCLUSAO

O meétodo mais viavel de propagacao de Stachytarpheta sellowiana € o enraizamento de
estacas apicais ou nodais em solo com terra + areia.

A germinacdo de sementes pode ser também uma via de propagagdo. Entretanto é
altamente influenciada pelo substrato e pelas intensidades e qualidades luminosas. As maiores
porcentagens de germinacdo ocorrem no papel mata borrdo em gerbox e em intensidades entre
113 e 144 umol m-2 s-1 ou sob luz verde na germinacéo in vitro em meio de cultura MS/2,
suplementado com 30 g L™ de sacarose, solidificado com 5,5 g L™ de agar e pH ajustado para
5,7+ 0,1.

O estabelecimento in vitro de Stachytarpheta sellowiana apresentou dificuldades pelos
elevados indices de contaminacdo por Pseudomonas oryzihabitans. Entretanto sugere-se, para
estudos futuros de propagacéo in vitro que o estabelecimento de segmentos apicais advindos de
plantas matrizes seja feito no meio de cultivo MS na metade da concentragéo dos sais e sacarose

e ajuste do pH em 4,4.
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CAPITULO 3 DIFERENTES ESPECTROS LUMINOSOS AFETAM
CRESCIMENTO, ANATOMIA, TEOR DE MATABOLITOS E CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE DE Stachytarpheta sellowiana SCHAUER, PLANTA MEDICINAL
AMEACADA DE EXTINCAO

DIFFERENT LIGHT SPECTRUM AFFECT GROWTH, ANATOMY,
MATABOLYTE CONTENT AND ANTIOXIDANT CAPACITY OF DE Stachytarpheta
sellowiana SCHAUER, ENDANGERED MEDICINAL PLANT
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RESUMO

A espécie Stachytarpheta sellowiana Schauer (Verbenaceae), conhecida popularmente
como gervdo, ¢ uma planta com potencial medicinal, nativa do Brasil, que corre risco de
extincdo. Verifica-se que a luminosidade é um dos fatores ambientais que pode influenciar
diretamente no crescimento, anatomia e producdo de metabdlitos das plantas. Objetivou-se
avaliar a influéncia espectral da luz, transmitida por malhas fotoseletivas, no crescimento
vegetativo, caracteristicas anatbmicas, metabolitos (pigmentos fotossintéticos, iridoide, fenais,
flavonoides totais) e capacidade antioxidante de Stachytarpheta sellowiana. O delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, cinco repetic¢oes, visto que cada
parcela foi composta por cinco plantas (uma planta por vaso). Os tratamentos foram
constituidos por plantas de gervdo cultivadas sob malhas fotoseletivas de 50% de
sombreamento (preta, vermelha e azul) e sob pleno sol (controle). Apds 300 dias, verificou-se
que as plantas cultivadas em pleno sol tiveram maior acimulo de matéria seca quando
comparado com os demais tratamentos. Ja, para os parametros de area foliar, pigmentos
fotossintéticos e comprimento do maior ramo, as plantas apresentaram maiores valores quando
cultivadas sob as malhas azul e preta. Além disso, foram observadas diferencas significativas
nas caracteristicas anatbmicas em todos os tratamentos. As plantas cultivadas sob a malha azul
acumularam maior teor de iridoides totais e indicaram maior capacidade antioxidante. Conclui-
se que as malhas fotoseletivas exercem alteragdes no crescimento, anatomia, producdo de
metabolitos e capacidade antioxidante de plantas de Stachytarpheta sellowiana cultivadas em
vasos. A espécie pode ser cultivada sob pleno sol para a obtencdo de maior matéria seca. No
entanto, para maior producdo de compostos antioxidantes e iridoides, é indicado o cultivo sob
malhas azuis.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Gervao roxo. Malhas coloridas. Compostos fenoélicos.
Iridodides. Caracteristicas anatdbmicas.
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ABSTRACT

The species Stachytarpheta sellowiana Schauer (Verbenaceae) popularly known as
‘gervéo’, is a plant with medicinal potential, native to Brazil, which is at risk of extinction. It is
known that luminosity is one of the environmental factors that can directly influence the growth,
anatomy and production of metabolites in plants. Aimed to evaluate the spectral influence of
light transmitted by photoselective meshes on vegetative growth, anatomical characteristics,
metabolites (total photosynthetic pigments, iridoid, phenols and flavonoids) and antioxidant
capacity of Stachytarpheta sellowiana. The design used was completely randomized, with four
treatments, five replications, and each plot consisted of five plants (one plant per pot). The
treatments consisted of ‘gervdo’ plants grown under 50% shading (black, red and blue) and
under full sun (control). After 300 days, it was found that plants grown in full sun had a greater
accumulation of dry matter when compared to the other treatments. As for the parameters of
leaf area, photosynthetic pigments and length of the largest branch, the plants showed higher
values when cultivated under the blue and black meshes. In addition, significant differences in
anatomical characteristics were observed in all treatments. Plants grown under the blue mesh
accumulated higher total iridoid content and indicated higher antioxidant capacity. It is
concluded that the photoselective meshes exert alterations in the growth, anatomy, production
of metabolites and antioxidant capacity of plants of Stachytarpheta sellowiana cultivated in
pots. The species can be grown under full sun to obtain greater dry matter. However, for greater
production of antioxidant and iridoid compounds, cultivation under blue meshes is indicated.

Keywords: Medicinal plants. Purple ‘Gervéo’. Colored meshes. Phenolic compounds. Iridoids.
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1 INTRODUCAO

A luz € uma fonte de energia essencial no processo da fotossintese. Observa-se que as
respostas das plantas, no processo de captacdo da energia luminosa, podem variar de acordo
com o comprimento de onda, intensidade e direcdo de emissdo. Além disso, a qualidade e
intensidade luminosa sdo essenciais para que ocorra a conversdo de energia para ser
disponibilizada e captada no processo de fotossintese (ALMEIDA; MUNDSTOCK, 1998;
RIBEIRO, 2015; SOUZA et al., 2011a).

A captacdo de luz ocorre em razéo da presenca dos fitocromos, o que pode desencadear
diversas respostas fisiologicas particulares nas plantas (MUNEER et al., 2014). Com a
utilizacdo de malhas fotosseletivas, pode-se melhorar a qualidade espectral da luz incidida e
absorvida, contribuindo para maior eficiéncia fotossintética (SOUZA et al., 2011a).

Essa alteracdo, no espectro luminoso, ocorre pela manipulagdo dos comprimentos de
onda pela conversao da luz direta em luz difusa, o que pode ser benéfico para o aumento da
produtividade em cultivos protegidos (JESUS; PELACANI; GUIMARAES, 2020). Além
disso, essas alteracBes podem afetar as respostas fisioldgicas, anatdmicas, crescimento e
desenvolvimento (ATROCH et al., 2001); e essas respostas séo dependentes de alguns fatores
e ndo s6 da presenca ou auséncia de luz, mas também do espectro da radiacdo (TAIZ et al.,
2017).

Para promover essas alteragdes na emissdo e captacdo da radiacdo, foi introduzido um
novo conceito agrotecnoldgico, o uso de malhas coloridas. Por meio de sua utilizacdo, é
possivel alterar as respotas fisioldgicas das plantas (RIBEIRO, 2015; SHAHAK et al., 2004).
Como exemplo do efeito de malhas coloridas, podemos citar o caso da malha preta, que tem
efeito de reducdo da quantidade de luz, enquanto as malhas vermelha e azul alteram a
composicao da luz (AYALA-TAFOYA et al., 2011; COSTA et al., 2010; LOBOS et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2016).

Além disso, essa transmissdo de luz por malhas pode ocasionar estimulos diferentes,
para algumas respostas fisioldgicas, que sdo controladas pela luz, como, por exemplo, o
conteado de clorofilas (BUTHELEZI et al., 2016; ILIC; FALLIK, 2017; MARTINEZ-
GUTIERREZ et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018). Além dessas alteracdes, podem ocorrer
também alteracdes no crescimento das plantas, estimulando ou inibindo-o, bem como alterar
sua anatomia foliar (BASTIAS; CORELLI-GRAPPADELLI, 2012; BRANT et al., 2009;
MARTINEZ-GUTIERREZ et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016).
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A espécie Stachytarpheta sellowiana Schauer, pertencente a familia VVerbenaceae, é
uma planta com potencial medicinal, nativa do Brasil e endémica da regido do cerrado, que se
encontra em risco de extincdo (CRUZ; SALIMENA, 2017; IUCN, 2017). Durante buscas na
literatura, pelas bases de dados web of Science, Scopus e Scielo, ndo foram encontrados estudos
agronémicos da espécie Stachytarpheta sellowiana.

Existe na literatura uma descri¢do boténica da espécie e, de acordo com Cruz e Salimena
(2017), é considerada subarbusto, com média de 0,6 m de altura, ramificado, com ramos
cilindricos. Suas folhas séo sesseis, com lamina de 2-5 x 1-2 cm, coridceas, obovadas, com
apice obtuso, margem serrilhada, base atenuada. H& também um estudo sobre a germinacdo de
algumas espécies do género Stachytarpheta e, entre elas, estava a espécie S. sellowiana, a qual,
de acordo com Santos (2008), a alternancia de temperatura (15/30°C) aumentou a
germinabilidade das sementes da planta.

Essa espécie, como outras espéecies endémicas do Brasil, ainda carece de estudos
agrondémicos, fitoquimicos e bioldgicos (AQUINO et al., 2014). Neste sentido, torna-se
necessario desenvolver técnicas de cultivo, que visem otimizar a sua produtividade bem como
conhecer o seu comportamento fisioldgico, morfoldgico e quimico, para a sua conservacao e
exploracdo de seu potencial medicinal.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a influéncia espectral da luz transmitida por
malhas fotosseletivas sobre o crescimento vegetativo, caracteristicas anatdmicas, producéo de
metabolitos (pigmentos fotossintéticos, iridoide, fenois, flavonoides totais) e capacidade

antioxidante de Stachytarpheta sellowiana.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Crescimento vegetativo

O experimento foi desenvolvido no Horto de Plantas Medicinais no Departamento de
Agricultura, da Escola Superior de Agricultura, na Universidade Federal de Lavras
(DAG/ESAL/UFLA), localizada na regido Sul de Minas Gerais, Brasil, nas coordenadas
21°14 " S e 45°00 ' W, em 918 m de altitude, no periodo de janeiro a outubro do ano de 2020.
Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima regional predominante, nessa regido, é do tipo
Cwa, com as caracteristicas umido com inverno seco e verdo quente (BRASIL, 1992).

O material vegetal utilizado foi obtido de matrizes de Stachytarpheta sellowiana,
oriundas da Serra do Campestre, nas coordenadas 21°14 ' S € 45°00 ' W, em 918 m de altitude,
localizada no municipio de Lavras, Minas Gerais. Essa espécie foi registrada na Plataforma
SisGen (Registro A97517C), de acordo com a Lei da Biodiversidade Brasileira n°® 13.123 /
2015. A exsicata da planta matriz foi depositada no herbario da Empresa de Pesquisa
Agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG), sob o nimero de registro, PAMG 58889 (ANEXO
B).

Mudas de Stachytarpheta sellowiana Schauer foram produzidas, a partir de estacas
nodais, do segundo ao quarto nd, preparadas em bandejas 128 células. Ap6s 90 dias, as mudas
foram transplantadas para vasos de plastico, com capacidade de 10 litros, contendo uma planta
por vaso. O solo utilizado foi composto por solo do tipo subsolo horizonte B (latossolo
vermelho distrofico) e areia, na proporgdo 1:1 (v/v), acrescida de 12 kg de esterco bovino m2,
nessa mistura.

Os vasos foram mantidos em ambientes protegidos, incluindo malhas preta, azul e
vermelha, com 50% de sombreamento e sob pleno sol (controle). Os espectros luminosos sob
as malhas foram registrados por um espectrdmetro manual SPECTRA PEN Z850 (Qubit
Systems-Kingston, Ontario-Canadd), os quais estdo apresentados na Figura 1. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos [malhas azul,
preta e vermelha e sob pleno sol (controle)], cinco repeticdes e cinco plantas por repeticéo,
totalizando 100 plantas.
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Perfis espectrais das malhas utilizadas no experimento com plantas de
Stachytarpheta sellowiana Schauer.
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Fonte: Da autora (2021).

As analises do solo foram realizadas no Laboratorio de Analise Quimica e Fisica do

Solo, do Departamento de Ciéncia do Solo, da UFLA. A analise do esterco organico foi
realizada no Laboratério de Anélise Agropecuaria LTDA - 3r lab (Lavras - MG) (TABELA 1)
O solo foi submetido a irrigacoes alternadas, de 500 mL.

Tabela 1 - Caracterizacdo quimica do solo e do esterco bovino.

Caracteristica Solo Esterco
pH em agua (1:2,5) 5,6 8,2
Al+H (cmolc.dm=) 2,1

V(%) 23,4

matéria organica (dag.kg™) 1,4 -

N (mg.dm=) - 18
P (mg.dm3) 0,6 51
K (mg.dm?) 14 13
Na (cmolc.dm3) - 15
Ca (cmolc.dm®) 0,5 4.1
Mg (cmol¢.dm) 0,1 3,2
S (mg.dm) - 2,6
B (mg.dm®) - 5,6
Cu (mg.dm™) - 39
Fe (mg.dm™) - 128
Mn (mg.dm) - 461
Zn (mg.dm®) - 150

Fonte: Da autora (2021).



78

Ap6s 300 dias do transplantio (esse periodo foi determinado, a partir de observagdes
qguanto ao desenvolvimento das plantas, quando elas se encontraram mais estabilizadas e
uniformes quanto ao seu crescimento), foram determinados 0s seguintes parametros:
Comprimento da parte aérea (CPA, cm), matéria seca de raiz (MSR), matéria seca do caule
(MSC), matéria seca das folhas (MSF), matéria seca total (MST) e area foliar (AF). Para
determinar as matérias secas (g), as plantas foram colhidas e particionadas em raiz, caule e
folha, as quais foram secas em circulacdo de ar a 45 °C até o material atingir peso constante.

A érea foliar (AF) foi mensurada, utilizando um escaner EPSON PERFECTION V700
PHOTO e area foliar (AF) foi determinada pelo software WinFOLIA. Foram selecionadas cinco
plantas representativas de cada tratamento, das quais avaliou-se a area foliar de 100 folhas. Em
seguida, foram calculados os seguintes parametros, como a razao da area foliar (RAF = Razéo
entre a area foliar total e a matéria seca total de uma planta), area foliar especifica (AFE= Razdo
entre a area foliar total e a matéria seca das folhas de uma planta) e a razdo da massa foliar
(RMF = Razdo entre a matéria seca das folhas e a matéria seca total de uma planta)
(BENINCASA, 2003; MATOS et al., 2015).

2.2 Andlise de pigmentos fotossintéticos

A extracdo e doseamento de pigmentos fotossintéticos seguiram o método desenvolvido
por Hiscox e Israelstam (1979) com adaptacdes propostas por Barnes et al. (1992). Em resumo,
inicialmente, procedeu-se a saturacdo do dimetilsulfoxido (DMSO) com carbonato de célcio
(CaCO:s) de acordo com a metodologia descrita por Santos (2008), com modificagdes. Assim,
o DMSO foi saturado com carbonato de calcio (CaCOs3), na proporcéo de 5 g L™t de DMSO,
sob agitacdo constante por quatro horas e, entdo, filtrado duas vezes a vacuo em papel de filtro
duplo. Posteriormente, a solucéo foi centrifugada a 6000 rpm por 10 min.

Em seguida as folhas frescas (50 mg) foram pesadas, diretamente em tubos de Falcon,
cobertos com papel aluminio as quais foram adicionados 10 mL de DMSO saturado e, em
seguida, os tubos foram incubados em estufa a 65 °C por 48 h. As amostras foram preparadas
em quintuplicata.

Ap0s este processo, trés aliquotas de 3 mL de cada réplica foram transferidas para uma
cubeta de quartzo, e os valores de densidade Optica em 480, 649 e 665 nm foram lidos em
espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de processamento
de dados 1-Control® (versdo 3.37), contra DMSO saturado em branco. O valor de densidade

oOptica especifica de cada amostra foi calculado pela média das leituras das trés aliquotas.
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Os comprimentos de onda e as equagdes utilizadas para os célculos foram baseados na
metodologia de Wellburn (1994), sendo:

Clorofila asas = (12,47 X Aeges) - (3,62 X Asa);

Clorofila bsss = (25,06 X Aeag) - (6,5 X Asgss);

Carotenoidesasso: (1000 X Asgo - 1,29 X Ca- 53,78 x Cp)/220.

A clorofila total (a + b) foi calculada pelo somatorio dos resultados encontrados das

equages para clorofila a e b, sendo todos os resultados expressos em mg g matéria fresca.

2.3 Teores de compostos fenolicos e capacidade antioxidante

2.3.1 Preparo do extrato e condicGes gerais

Folhas desidratadas, conforme anteriormente descrito, para a analise de matéria seca,
foram trituradas em moinho de facas e tamisado em peneira de 20 mesh. Em microtubos, foram
pesados 50 mg de folhas secas trituradas e adicionaram-se 2 mL de MeOH:H.O (1:1), os quais
foram homogeneizados em voértex por 5 segundos. Estes foram, entdo, submetidos a extracdo
por sonicacdo (trés ciclos de 15 minutos). Apds cada ciclo de extracdo, os extratos foram
microcentrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, sendo recolhidos e reunidos o0s
sobrenadantes, os quais foram rotaevaporados a 40°C até a secura. Para proceder as leituras, 0s
extratos foram ressuspendidos em 1 mL do solvente alcool e 4gua 1:1. As leituras de absor¢éo
molecular no ultravioleta foram mensuradas em leitor de microplacas TECAN INFINITY
M200 PRO, operada com o sistema de processamento de dados I-control ® versdo 3.37. Todos

os tratamentos foram avaliados em quintuplicata.

2.3.2 Fenais totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi feita pelo método de Folin
Ciocalteau, de acordo com a metodologia descrita por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventds,
(1999), com as seguintes modificacGes: em microplacas de 96 pocos foram adicionados 50 pL
da amostra, 100 pL de solucédo etandlica de Folin-Ciocalteau (10%) e, apds 2 min de reagéo,
foram adicionados 125 pL de Na2CO3 (7,0%). As amostras foram mantidas por 20 minutos no
escuro a temperatura ambiente, para posterior leitura. A absorbancia foi lida a 760 nm. A curva
de calibragdo foi constituida com padrdo acido galico (Sigma-Aldrich®, 3 98%), na faixa de
0,7188 a 1,2316 mg mL-1, gerando a equagao y=2,2178 x-0,1251 (R2 =0,9986). Os resultados
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foram expressos em miligramas de equivalente de &cido galico por grama de matéria seca de
folha (NMgEAG gMSF?).

2.3.3 Flavonoides totais

A quantificacdo de flavonas/flavonois totais presentes nos extratos foi realizada,
conforme a metodologia de Atanassova, Georgieva e Ivancheva (2011), com as seguintes
modificagdes: a solucdo de AICIz 10% foi preparada com 2g de AICIz anidro e o volume foi
completado para 20 mL com &lcool 70%. Essa reacao foi preparada, em banho de gelo e na
capela, pois é uma reacdo exotérmica. Para as andlises, foram pipetados 100 puL da amostra
e 100 pL do reagente AICls3, em microplacas de 96 pocos. As amostras foram mantidas sob
protecdo da luz por 40 min, seguidas da leitura em espectrofotémetro a 420 nm. O branco foi
preparado com 100 uL. da amostra + 100 uL de alcool 70%. A curva de calibracéo foi obtida, a
partir do padrdo quercetina (Sigma-Aldrich®-95%), diluido na faixa de 0,0625 a 1,0 mg mL™
(y=3,72x+0,2596, R? =0,9901). Os resultados foram expressos em miligrama equivalente de

quercetina por grama de matéria seca de folha (mgEQ gMSF™).

2.3.4 Capacidade antioxidante total (CAT)

A capacidade antioxidante total (CAT) foi avaliada, utilizando a metodologia de
reducdo do molibdato (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999), com as seguintes modificagdes:
em microtubos de 2 mL foram adicionados 200 pL do extrato de cada tratamento ¢ 1,5 mL da
solucdo reagente CAT (fosfato de s6dio monobasico (28 mM), molibdato de amonio (4 mM) e
acido sulfurico (0,6 M), em iguais proporc¢des. Os microtubos foram incubados a 95°C por 90
minutos e, em seguida, resfriados a temperatura ambiente. Posteriormente, 200 puLL das amostras
foram pipetadas em microplacas de 96 pocos e a absorbancia mensurada a 695 nm. A CAT foi
determinada, usando uma curva de calibragéo de acido ascdrbico (Sigma-Aldrich® 99,7%), nas
concentracdes de 0,3587 a 0,6470 mg mL™?, cuja equacio da reta foi y=16,544x -0,1162
(R?=0,9946). Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de acido ascorbico
por grama de matéria seca de folha (mMgEAA gMSF1).
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2.3.5 Atividade de eliminacdo de radicais livres (DPPH)

O método de captura do radical DPPH (2,2-difenil-2-picril-hidrazil) foi utilizado para a
avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos, segundo metodologia de Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995), adaptado para uma microplaca de 96 pocos. Para as anélises, foi feita
a solucdo do reagente de DPPH (0,2mM mL™1), com metanol (MeOH). Cada amostra dos
tratamentos foi diluida em MeOH:H20 1:1 até de 12 até 1/16, para gerar a curva de reagdo.
Em microplacas de 96 pocos, aliquotas de 260 pL da solu¢cdo DPPH foram adicionadas a 20juL
das amostras, as quais foram incubadas por 90 minutos no escuro e a temperatura ambiente.
Posteriormente, a absorbancia foi lidaa 517 nm. A porcentagem de eliminagéo do radical DPPH
foi calculada, a partir da formula: %AA = (A0 - A1)/A0 x 100 em que AO corresponde a
absorbancia da solucéo etandlica de DPPH e Al corresponde a absorbancia da solucdo DPPH

+ extrato expresso em % ICso (mg. mL™ de extrato).

2.3.6 Capacidade de absorcéo do radical oxigénio (ORAC)

A andlise foi baseada no método de Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001), com as
modificagBes: em microplacas pretas de 96 pogos, foram adicionados 30 uL da amostra e 150
puL de fluoresceina (376,28 g/mol) preparada em tampao fosfato (75 mM e pH 7,4). A
microplaca foi pré-incubada, durante 10 minutos, a 37°C. Apos esse periodo, foram adicionados
30 uL do radical AAPH [2,2'-Azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto] (12 mM), sendo a
fluorescéncia registrada a cada minuto, por 150 minutos. Como controle, foi utilizado o padréo
Trolox nas concentracdes de 0,25 a 0,015625 mg mL™. Como branco foram utilizados 30 pL
do tampao fosfato (75 mM e pH 7,4) em substitui¢cdo ao AAPH. Os resultados foram calculados,
usando uma equacao de regressao entre a concentracdo de Trolox e a AUC (area sobre a curva)
liguida (AUC amostra - AU Cbranco), sendo os valores de ORAC expressos como mg de

equivalente de Trolox por grama de matéria seca da folha (mgET gMSF™).
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2.4 Quantificacdo de iridoides totais

2.4.1 Preparo da amostra

A metodologia, para a quantificacéo de iridoides totais, seguiu o protocolo desenvolvido
e validado por Rocha (2021) em nosso laboratorio. Para o preparo da amostra, foram utilizados
10 mg de folhas pulverizadas, obtido conforme descrito no item 2.3.1, os quais foram pesados
diretamente no microtubo de 2 mL. Em seguida, foi adicionado 1,5 mL de MeOH 70% (Metanol
7:3 Agua) e sonicado por 10 minutos. Logo ap6s, os microtubos contendo os extratos foram
centrifugados a 12000 rpm, durante 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e rotaevaporado a

40°C até a secura.

2.4.2 Reacao de coloragéo e leitura das absorbancias

Para a determinacdo quantitativa dos iridoides totais, foi adicionado ao residuo da
extracdo item 2.4.1 um volume de 1 mL de metanol 70%, seguido de sonicacdo até dissolucao
completa (1-2 min). A solugéo metanolica foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL
e, em seguida, adicionados 9 mL de reativo de Trim-Hill (10 volumes de &cido acético glacial;
1 volume de solugdo de CuSO45H20 0,2%; 0,5 volumes de HCI concentrado). Logo em
seguida, a solucdo de leitura foi transferida para tubos de ensaio de vidro e mantidos em banho-
maria a 100°C por 5 minutos e, logo depois, arrefecidos em banho de dgua a 25°C (1-2 minutos).
As leituras das absorbancias a 622 nm foram mensuradas transferindo 280uL das solucdes de
leitura para po¢o de uma microplaca de poliestireno. O branco foi obtido transferindo-se 1 mL
de metanol 70% em 9 mL do reativo de Trim-Hill. A coloracdo azul indica presenca de
iridoides.

Para cada solucdo, elaborou-se uma solucdo de compensacdo, misturando-se 1 mL de
solucdo hidrometandlica 70% da amostra obtida, conforme descrito anteriormente e diluindo
para 9 mL de metanol 70%. As leituras das absorc¢Ges a 622 nm das solu¢bes de compensacéo
foram mensuradas quanto ao metanol 70%. O valor de absorbancia obtido, para a solucéo de
compensacao, foi entdo subtraido da leitura obtida pela amostra. As leituras foram realizadas
em triplicata e os ensaios em sextuplicata. Os resultados foram expressos em miligramas de

equivalentes de aucubina por grama de matéria seca de folha (mgEA gMSF™1).
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2.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras foram preparadas de acordo com a metodologia descrita por Alves et al.
(2008). Parte do material coletado anteriormente foi entdo transferido para o laboratério do
setor de Microscopia Eletrénica e Andlise Ultra Estrutural (LME) do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (FIT/ESAL/UFLA), em que as folhas foram
seccionadas em 0,5cm X 0,5cm (FIGURA 2) e fixadas em microtubos de 1,5 mL, com
Karnovsky modificado (Glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sodio
0,05M, pH 7,2, CaClz 0,001M). Os cortes foram preparados de forma que fosse possivel
observar as caracteristicas das faces adaxial e abaxial.

Em seguida, as folhas foram desidratadas, em gradientes progressivos de acetona (25,
50, 75, 90 e 100%) por 10 minutos cada e submetidas a secagem ao ponto critico (BAL-TEC,
modelo CPD-030, Principality of Liechtenstein), montadas em stubs de aluminio com fita
adesiva dupla-face, para, entdo, receber cobertura metalizada, em evaporador de ouro
Sputtering (BAL-TEC, modelo SCD-050, Principality of Liechtenstein). Apds a preparacdo das
amostras, os stubs foram observadas, em microscopio eletronico de varredura (LEO EVO 40
XP Carl Zeiss), em vista frontal, de ambas as faces da folha, onde foram capturadas as imagens.

O delineamento experimental foi o Inteiramente Casualizado (DIC), com cinco
repeticdes, contendo trés amostras por repeticdo, de cada um dos tratamentos (pleno sol, malha
vermelha, malha preta e malha azul). Foram mensurados 0s seguintes parametros: densidade de
tricomas tectores (tt) e glandulares (grandes (tgg) e pequenos (tgp)) por unidade de area (mm?),
comprimento dos tricomas tectores (ctt), a densidade estomatica (e) e os didmetros polar (DP)

e equatorial (DE) dos estbmatos.
2.6 Andlise estatistica
Ap0s as avaliagBes dos experimentos, os dados foram coletados e submetidos a anélise

de variancia, cujas médias foram comparadas entre si, usando o teste Scott-Knott ao nivel de
5% de probabilidade, utilizando o software SISVAR 5.6. (FERREIRA, 2019).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento vegetativo

As malhas fotoseletivas comparadas ao tratamento controle (pleno sol) influenciaram

significamente as variaveis de respostas biométricas Stachytarpheta sellowiana (TABELA 2).

Tabela 2 - Andlise de crescimento de plantas de Stachytarpheta sellowiana cultivadas sob
diferentes tipos de malhas coloridas e pleno sol.

Tratamento CPA (cm) MSF (g) MSC (g) MSR (g) MST (g)
Pleno Sol 60,05 ¢ 6,59 a 7,12 a 16,90 a 30,10 a
Vermelha 100,60 a 520D 6,94 a 9,79b 22,86 b

Preta 88,60 b 491b 554D 8,75b 19,89 ¢
Azul 100,30 a 502D 6,32 b 7,35¢ 19,09 ¢

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: CPA: Comprimento da parte aérea, Matéria seca da folha (MSF), Matéria seca do caule
(MSC), Matéria seca da raiz (MSR), Matéria seca total (MST). Médias seguidas pelas mesmas letras
ndo diferenciam entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Skot knott.

O comprimento da parte aérea apresentou maiores valores, quando as plantas foram
cultivadas sob radiacdo de malha vermelha (100,60 cm) e malha azul (100,30 cm), ndo havendo
diferencas significativas entre si. Na Figura 2, pode-se observar que as plantas sob malhas azul,
vermelha e preta apresentaram maior alongamento quando comparadas as de pleno sol.

Entretanto as pesquisas de Ribeiro et al. (2018) com Pogostemon cablin (Blanco) Benth.
(Lamiaceae) constataram maior producdo de massa seca de folha, raiz, caule e total sob o cultivo
com malhas vermelhas.

As plantas, quando em ambientes pouco iluminados, tendem a investir mais no
crescimento em altura, pela alta atividade das auxinas e busca pela luz (CARVALHO et al.
2009; TAIZ et al., 2017). Esse processo é chamado de estiolamento (FRANCO;
DILLENBURG, 2007). Como 0 maior investimento em altura das plantas foi sob a utilizac&o
de malhas, infere-se que esse crescimento foi em virtude do estiolamento. Além disso, 0
estiolamento é um recurso muito utilizado pelas plantas daninhas, para aumentar a capitacédo de
luz (CARVALHO et al., 2017), e as plantas do género sdo consideradas daninhas, o que

justifica também essa tendéncia ao estiolamento sob baixas intensidades luminosas.
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Figura2 - Plantas de Stachytarpheta sellowiana cultivadas sob diferentes tipos de malhas
fotoseletivas e pleno sol, ap6s 300 dias de cultivo.

L

Preta Az1

Fonte: Da autora (2020).

Quanto ao acumulo de matéria seca, observou-se que as plantas de Stachytarpheta
sellowiana cultivadas sob pleno sol, independente do érgdo da planta, apresentaram os maiores
incrementos (TABELA 2). Apenas a matéria seca de caule na malha vermelha ndo foi
estatisticamente diferente daquela do pleno sol. Na Figura 2, pode-se observar maior volume
de raizes no tratamento a pleno sol e maior volume de ramos da parte aérea (FIGURA 2).

Ja Alves et al. (2018) detectaram maior massa seca das folhas de Lippia alba sob o
cultivo em malhas azuis e maior massa seca de raiz a pleno sol.

O acumulo de matéria seca, nas plantas de Stachytarpheta sellowiana, cultivadas a pleno
sol, pode estar relacionado ao ambiente de alta intensidade luminosa a que a planta esta
adaptada. O habitat de origem dessas plantas sdo campo rupestre e cerrado, onde recebem muita
luz durante todo o periodo diurno. Em contrapartida, os menores valores de peso seco, nas
plantas de Stachytarpheta sellowiana cultivadas sob malhas, podem ser explicados pela
diminuicdo da radiagdo, pois pode haver reducdo na emissdo de sinais que regulam o
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desenvolvimento das plantas, em ambientes com limitacdo de luz, impactando a assimilacéo e
translocacdo de nutrientes o que afeta as caracteristicas morfoldgicas, anatdmicas e fisioldgicas
das plantas (REZAEI et al., 2019).

Os espectros de luz vermelha e azul podem ter impactado no crescimento das plantas,
pois sdo as principais fontes de assimilacdo fotossintética de CO. (TAIZ et al., 2017). Além
disso, pelas baixas intensidades luminosas, ocorreu o estiolamento das espécies.

A alta eficiéncia energética do ciclo de Calvin indica que alguma forma de regulacdo
garante que todos os intermediarios estejam em concentracdes adequadas e que o ciclo seja
desligado, quando ndo se faz necessario, durante o periodo do escuro. Variedades na
concentracdo ou na atividade enziméatica podem modular as taxas cataliticas alterando os niveis
de metabdlitos no ciclo. Quando na auséncia de luz, os residuos dissulfitos estdo no estado
oxidado, o que deixa as enzimas inativas e, consequentemente, indisponibiliza a glicose, para a
planta, afetando todo o seu desenvolvimento (TAIZ et al., 2017).

A maior média da area foliar foi encontrada em plantas cultivadas sob malha azul (13,06
cm?). Comparadas as plantas cultivadas sob malha azul, as plantas cultivadas sob pleno sol

apresentaram uma reducao de 57,6% da area foliar (TABELA 3).

Tabela 3 - Analise de crescimento de plantas de Stachytarpheta sellowiana cultivadas sob
diferentes tipos de malhas coloridas e pleno sol.

Tratamento AFT (cm2) AFE (cm2/g) PEFg/cm2 RAF (cm2/g) RPF (g/9)

Pleno Sol 752b 1,16 b 0,91a 0,23d 0,48 a
Vermelha 10,26 b 2,16 a 0,52 ¢ 0,46 b 0,42 a
Preta 6,99 b 151b 0,75b 0,36 ¢ 0,46 a
Azul 13,06 a 2,60 a 04lc 0,69 a 0,45a

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: (AFT) area foliar total; (AFE) area foliar especifica; (RAF) razdo de area foliar; (RPF) razdo
de peso foliar. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferenciam entre si pelo teste de Skott Knott
ao nivel de 5% de probabilidade.

Quando as plantas estdo sob baixos niveis de irradiancia, como, por exemplo, sob
malhas azuis, podem aumentar sua area foliar para acentuar a captacao de radiacdo luminosa e
atingir maior eficiéncia fotossintética (TAIZ et al., 2017). Quando em ambientes de
sombreamento, as folhas desenvolvem uma caracteristica propria. Ha um incentivo para o
aumento da area foliar, com o intuito de promover melhor aproveitamento da fotossintese, ja
gue os niveis de luminosidade sdo menores, aproveitando melhor, desta forma, as baixas
intensidades luminosas (BRANT et al., 2011; SOUZA et al., 2011a).
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As plantas que estdo sob ambientes sombreados investem maior proporcdo de
fotoassimilados, para aumentar a area foliar, a fim de maximizar a captacdo da luz disponivel.
Elas geralmente dispdem de folhas delgadas, com maior area foliar especifica (AFE)
(LAMBERS; CHAPIM; PONS, 1998). Esse fendmeno corrobora com os resultados do presente
trabalho, pois os tratamentos que proporcionaram maior area foliar, também, obtiverem maior
area foliar especifica (malha azul 2,60 cm2.g™t e malha vermelha 2,16 cm2.g%, Tabela 3). Maior
area foliar especifica implica que a folha é mais fina.

Area foliar especifica pode ser utilizada para estimar a taxa de assimilacio
fotossintética. Em condic@es de cultivo a pleno sol, observa-se menor valor de AFE (1,16 cm2.g°
1y das plantas em relaco as malhas. Isso pode inferir que houve maior retengdo de matéria seca,
na folha no ambiente a pleno sol que nas malhas. Esse fato pode ser observado pelo maior
acumulo de matéria seca da folha a pleno sol (TABELA 2).

A determinacdo da area foliar especifica (AFE), calculada a partir da razéo entre area
foliar e matéria seca da folha, pode ser um parametro, para quantificar as estratégias de
aclimatacao, principalmente a alocacao diferencial de recursos, para a fotossintese realizada em
decorréncia das condicdes ambientais (EVANS; POORTER, 2001; GUZMAN; BAKKER;
RODRIGUES, 2013; PINHEIROS et al., 2006; SULTAN, 2004).

Lemos et al. (2011) comentam que AFE indica se as plantas utilizam alternativas
conservativas ou aquisitivas para a utilizagcdo dos recursos ambientais. E as condi¢des do
ambiente que determinam a redistribuicdo dos recursos nutricionais para os tecidos para que
ocorra o crescimento e defesa em situacdo de estresse ambiental (LAMBERS; CHAPIM;
PONS, 1998). Benincasa (2003) relata que o inverso da AFE indica a espessura da folha, que €
0 peso especifico da folha (PEF = MSF/AFT). Nas plantas cultivadas em pleno sol, obteve-se
maior PEF (0,91 g cm™) e sob a malha azul o menor PEF (0,41 g cm™), indicando que as plantas
apresentaram maior e menor espessura foliar, respectivamente. Ja o trabalho de Ribeiro et al.
(2018) verificou maior espessura foliar de Pogostemon cablin quando cultivadas sob malhas
vermelhas.

Folhas que se desenvolvem sob baixas intensidades luminosas tendem a ser mais finas
e apresentam menos massa seca foliar, o que aumenta sua area foliar especifica e
consequentemente a interceptacdo de luz (VALLADARES; NIINEMETS, 2007). Esses dados
corroboram com o menor acimulo de matéria seca apresentado pelas plantas de Stachytarpheta
sellowiana, apresentado na Tabela 2 e discutido anteriormente. O alto valor da AFE, no

ambiente de menor luminosidade, também pode estar relacionado com a reducdo do
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investimento em estruturas como a epiderme, que auxiliam as plantas em seus mecanismos de
protecdo contra a fotoinibicdo (PEARCY, 2007).

Ao contrario de plantas crescidas a sombra, plantas, quando se desenvolvem em
ambientes de alta luminosidade, tém tendéncia a ser mais espessas e com menor area,
manifestando um mesofilo mais compacto, apresentando espagos intercelulares menores
(FERNANDES et al., 2014). S. sellowiana cultivada sob pleno sol desenvolveu folhas com
menor area foliar, porém mais espessas, enquanto as folhas cultivadas sob malha azul
apresentaram area foliar maior com suas folhas menos espessas.

A folha é o 6rgdo responsavel por fungdes vitais, tais como fotossintese, respiracao,
transpiragdo, conducdo e fluxo de seiva. Cada malha colorida emite um comprimento de onda
especifico, portanto o limbo foliar vai absorver diferentes quantidades de radiacdo, o que vai
influenciar diretamente na absorcdo de CO2, que € essencial para o processo de fotossintese
(LEWIS, 1972; TAIZ et al., 2017).

O aumento da razdo da area foliar (RAF), nas plantas cultivadas sob malha azul (0,69
cm2.g-1), foi 300% maior que o controle (pleno sol) (TABELA 3). Esse fator pode ter sido uma
estratégia utilizada pelas plantas para se adaptar aos baixos comprimentos de onda. Esse
resultado € uma indicacdo de que plantas de Stachytarpheta sellowiana, cultivadas sob malha,
necessitam de uma area foliar maior para produzir certa quantidade de matéria seca em
comparacao as plantas cultivadas a pleno sol. Chagas et al. (2013) verificaram que, no segundo
corte de plantas de Mentha pipertia L., quando no cultivo sob as malhas vermelha e azul,
apresentaram maiores areas foliares. Quando a folha estd com maior area, ela geralmente tem
menor espessura, que aumenta a superficie de contato com os raios solares, compensando a
baixa luminosidade (TAIZ et al., 2017).

As folhas produzem 90% dos assimilados e dai translocam para toda a planta. Benincasa
(2003) reporta que a razdo do peso de folha (RPF = MSF/MSParea) expressa a fracdo de matéria
seca nao exportada das folhas para o resto da planta. Essa exportagdo maior ou menos de matéria
foliar € uma caracteristica genética que esta sob a influéncia da variagdo do ambiente. Observa-
se, na Tabela 3, que ndo houve diferenca significativa entre os ambientes de cultivo.

Assim, a tolerancia das folhas por sombreamento pode resultar em érgdos adaptados a
diferentes condi¢bes ambientais (folhas de sol e folhas de sombra) (MENEZES; SILVA,
PINNA, 2009). A funcionalidade das folhas esta relacionada as condigdes de luz no ambiente.
Esses aspectos podem influenciar no desenvolvimento e na captagdo de recursos, como agua e
nutrientes por intermédio da folha e influenciar no desenvolvimento da planta (KEENAN;
NIINEMETS, 2016; ZHANG et al., 2020). Quando em baixa luminosidade, as plantas investem
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mais em fotoassimilados e outros recursos, para que ocorra 0 aumento da &rea foliar, com o
objetivo aumentar a captacdo da luz incidente e aumentar a eficiéncia fotossintética da planta
(GOBBI et al., 2011). Para a razdo de massa foliar, os tratamentos ndo proporcionaram

diferencas significativas.

3.2 Pigmentos fotossintéticos

A eficiéncia do crescimento da planta esté relacionada a capacidade desta de adaptacéao
as condigdes luminosas do ambiente. As determina¢fes quantitativas dos pigmentos
fotossintéticos por unidade de peso fresco revelaram que o cultivo das plantas, sob malha azul
e preta, promoveram um aumento na concentracao de clorofila a, b, total e carotenoides nas
folhas de Stachytarpheta sellowiana (TABELA 4). Esses dados corroboram com os de Oliveira
etal. (2016), em que a planta Melissa oficinalis apresentou maiores valores de clorofilas quando
cultivadas sob malhas azuis.

Plantas de Maria pretinha (Solanum americanum Mill), considerada daninha e
medicinal, desenvolvem-se melhor sob condi¢Ges intermediarias de sombreamento
(AUMONDE et al., 2013). Segundo Almeida et al. (2005), o maior acimulo de clorofila,
quando ha sombreamento, pode ocorrer para compensar a menor quantidade de radiacdo

disponivel.

Tabela 4 - Quantificacdo de pigmentos em plantas de Stachytarpheta sellowiana cultivadas sob
diferentes tipos de malhas coloridas e pleno sol.

Carotenoides Clorofila Total

Tratamento Clorofila a (mg/g) Clorofila b (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Pleno Sol 0,57 b 0,14 c 0,17b 0,72¢
Vermelha 0,61b 0,17 b 0,16 c 0,78 b
Preta 0,74 a 0,20a 0,19a 0,93 a
Azul 0,75a 0,19a 0,18a 0,94 a

Fonte: Da autora (2021).
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferenciam entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo do
teste de Skot knott.

Sendo assim, a qualidade luminosa interfere diretamente na fotossintese, sendo
necessario que a planta se adapte a um determinado ambiente com um comprimento de onda
especifico de luz. A esse processo ¢ dado o nome de aclimatacdo fotossintética a luz
(KERBAUY, 2019).
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Os carotenoides sdo encontrados em todas as espécies que realizam a fotossintese. Eles
absorvem a luz na regido dos 400 - 500nm, o que lhes confere a coloracdo laranja, sdo
considerados pigmentos acessorios, pois a luz que absorvem é transferida para as clorofilas para
realizar o processo de fotossintese. Além disso, sdo também considerados fotoprotetores contra
danos oxidativos. Ao absorver a luz, eles transferem a energia absorvida para a clorofila que
transfere para uma molécula de clorofila a, que finalmente sera utilizada para a realizacdo da
fotossintese (TAIZ et al., 2017).

3.3 Microscopia Eletronica de Varredura

O cultivo de Stachytarpheta sellowiana sob os diferentes ambientes luminosos
proporcionou alteracdes anatémicas significativas na ldamina foliar (FIGURA 3 e TABELA 5).
Tricomas capitados glandulares e tectores, bem como estomatos, foram observados, em ambas
as faces da epiderme, podendo considerar a folha como anfiestomética, sendo essas estruturas
mais abundantes na face abaxial (FIGURA 3-A e 3-B).

Em relacdo as caracteristicas dos tricomas, as folhas de S. sellowiana apresentaram
tricomas capitados e tricomas peltados e estdbmatos na sua maioria diaciticos (FIGURA 3).
Tanto para a parte adaxial quanto abaxial, 0 nimero de tricomas tectores foi maior na malha
preta (269,05 e 869,0, respectivamente) (TABELA 5, FIGURA 3-E e F).



91

Figura 3 - Stachytarpheta sellowiana: Eletromicrografia de Varredura da face adaxial e abaxial
das folhas.

Legenda: A = Pleno sol adaxial; B = Pleno sol abaxial; C = Malha vermelha adaxial; D = Malha
vermelha abaxial; D = Malha vermelha adaxial; E = Malha preta abaxial; F = Malha preta adaxial; G =
Malha azul adaxial; H = Malha azul abaxial; TT = Tricoma tector; TC = Tricoma captado; TGP =
Tricoma glandular peltado; TGS = Tricoma glandular septado; E = Estdmato.

Fonte: Da autora (2021).

O numero de tricomas glandulares septados para a parte adaxial foi maior nos
tratamentos com malha vermelha (152,89) (FIGURA 3-C) e malha preta (144,39) (FIGURA 3-

E). Resultados opostos foram constatados por Barbosa et al. (2021), em que maiores nimeros
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de tricomas glandulares em Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae), foram
encontrados quando as plantas foram cultivadas em pleno sol. Ja na parte abaxial, o nimero de
tricomas glandulares septados ndo apresentou diferengas estatisticas significativas, nos
tratamentos a pleno sol (445,9) (FIGURA 3-B), na malha vermelha (411,93) (FIGURA 3-D) e
malha azul (407,68) (FIGURA 3-H).

Tabela 5 - Caracteristicas anatdmicas das plantas de Stachytarpheta sellowiana, cultivadas sob
malhas coloridas e pleno sol.

Tratamento NTT NTGS NTGP NE DEE (um) DPE (um) DPE/DEE
Adaxial
Pleno Sol  169,87b 114,67b 42/47a 348,23b 177,81a  191,79a 1,18 a
Vermelha 140,14b 152,89a 46,71a 411,93b 107,51b  129,88b 1,15a
Preta 269,05a 14439a 29,73a 632,75a 11364b  132,49b 1,18 a
Azul 97,67b 101,92b 16,99a 314,25b 12456b  143,19b 1,08 a
Abaxial
Pleno Sol 59553c¢ 4459a 152,88b 59,45a 89,82 b 104,73 b 1,22 a
Vermelha 798,37b 411,93a 216,58a 76,44a 95,24 b 115,35b 1,15a
Preta 896,05a 28453b 242,06a 63,70a 14480a 17294 a 1,22 a
Azul 450,15d 407,68a 80,69c 3397a 93,11b 106,01 b 1,17 a
Fonte: Da autora (2021).
Legenda: (NTT: NUmero de tricomas tectores, NTGS: Numero de tricomas glandulares septados,
NTGP: Numero de tricomas glandulares peltados; NE: Numero de estdmatos; DEE: Diametro equatorial

do estdbmato; DPE: Diametro polar do estdbmato). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferenciam
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Skot Knott.

O numero de tricomas glandulares peltados ndo apresentou diferenca estatistica para a
parte adaxial. Entretanto, na parte abaxial, o nimero de tricomas glandulares peltados foi maior
no tratamento de malha vermelha (216,58) (FIGURA 3-D) e malha preta (242,06) (FIGURA
3-F). O nimero de estdmatos da parte adaxial foi maior na malha preta (632,75) (FIGURA 3-
E). Na parte abaxial, ndo apresentou diferencas significativas. O didametro equatorial (DEE),
quanto ao diametro polar (DPE) dos estdmatos, da parte adaxial, foi maior em pleno sol (177,81
pm e 191,79 pum, respectivamente) (FIGURA 3-A).

Os estbmatos da parte abaxial apresentaram diametro equatorial e polar maior em malha
preta (144,80 um e 172,94 um, respectivamente) (FIGURA 3-F). Segundo Oren-Shamir et al.
(2001), a malha preta pode ser considerada neutra, uma vez que auxilia somente na reducéo da
incidéncia da radiagéo sobre as plantas, ndo interferindo na qualidade da radiacdo. As respostas
fotomorfogénicas, que abrangem o desenvolvimento dos estbmatos, sdo resultados de uma
complexa rede de processos fisioldgicos sensiveis a luz, ou seja, sdo diretamente influenciadas
por elas (KAMI et al., 2010).
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A relacdo didmetro polar do estdmato e diametro equatorial do estdmato (DPE/DEE)
ndo apresentou diferencas estatisticas, porém obteve maiores valores sob pleno sol e sob malha
preta, tanto para a parte adaxial, quanto para a parte abaxial (1,88; 1,18; 1,22 e 1,22,
respectivamente). Quanto maior o valor encontrado para DPE/DEE mais elipsoides séo 0s

estdOmatos, quanto mais elipsoides mais funcionalidades apresentam (MARTINS et al., 2009).

3.4 Teores de compostos fenolicos e capacidade antioxidante

As plantas sdo altamente expostas a danos por condi¢cbes ambientais adversas, e iSso
tem um efeito negativo sobre a sua produtividade, desenvolvimento e sobrevivéncia. Essas
condicdes prejudiciais aumentam o conteddo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como
radicais Oz (superdxido), radicais OH (hidroxila), Oz (oxigénio singleto) e H20- (peroxido de
hidrogénio). Os EROs sdo espécies quimicas citotoxicas capazes de impossibilitar o
metabolismo normal de proteinas, lipidios e &cidos nucleicos pelos danos oxidativos.

Por uma acdo conjunta dos sistemas de defesa antioxidantes ndo enzimaticos
(carotenoides, flavonoides, antocianinas e outros) e enzimaticos (ascorbato peroxidase,
catalase, glutationa redutase, superoxido dismutase e, outras), as plantas sdo capazes de reduzir
o0 dano oxidativo em seus tecidos (GOHARRIZI et al., 2020). Moléculas ndo enziméticas tém
sido estudadas em uma ampla gama de contextos cientificos (biotecnologia, producéo agricola,
biologia do desenvolvimento, ecotoxicologia, evolucédo, saide humana) (CAVALCANTI et al.,
2021; COELHO et al., 2021; FERRAZ; CHAGAS; DORIGON, 2020; IRATO; SANTOVITO,
2021; MIAMOTO et al., 2020; VICENTE et al., 2020).

Visto a importancia dessas moléculas do metabolismo secundario das plantas, as quais
ndo apenas contribuem para a defesa antioxidante das plantas, mas também podem ser
responsaveis por efeitos protetores e/ou terapéuticos, foram doseados compostos fendlicos,
flavonoides e iridoides totais e a capacidade antioxidante das plantas de Stachytarpheta
sellowiana cultivadas sob diferentes malhas coloridas.

Os maiores teores de fendis (66,5 mg/g) e flavonoides (0,70 mg/g) foram observados no
tratamento sob pleno sol (TABELA 6). As plantas de Stachytarpheta sellowiana cultivadas sob
pleno sol também indicaram possuir maior capacidade de captura dos radicais livres DPPH
(1C50=0,02 m/g) e de absorcao do radical oxigénio (ORAC, 263,79 mgET gMSF?) (TABELA
6). O DPPH avalia a capacidade antioxidante pela captura do radical livre 2,2-difenil-1-

picrilhidrazila (DPPH), enquanto o ORAC é um método que afere a capacidade antioxidante
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total de uma amostra por radicais peroxilas gerados a partir do azo-iniciador AAPH e como
substrato oxidavel a fluoresceina (BOROSKI et al., 2015).

A luz desempenha um papel importante na biossintese de muitos antioxidantes, como
carotenoides, flavonoides, antocianinas, entre outros (ILIC et al., 2017). As folhas podem
conter altos valores de flavonoides (flavonas e flavonois) os quais agem na protecdo da célula
contra o excesso de radiacdo. O aumento da exposicdo de plantas a luz UV-B resulta numa
maior sintese de flavonas e flavonois (TAIZ et al., 2017). Trabalhos comprovam que plantas
cultivadas sob luz solar direta apresentam maiores teores de substancias fenolicas e flavonoides,
demonstrando a importancia da radiacdo UV na biossintese dos flavonoides. Além disso, ha
uma correlagcdo positiva bem estabelecida entre a intensidade luminosa e a produgdo de
substancias fenolicas. Essas substancias possuem alta capacidade de absorver luz e, desta
forma, protegem a planta contra os danos induzidos pela radiacdo UV (PINHEIRO et al., 2017).

A forte correlacdo em teor de compostos fenolicos e flavonoides com o ensaio ORAC
foi demonstrada por Tian et al. (2018), em estudos de fracionamento de extratos de oito
diferentes frutos de bagas, como mirtilo, oxicoco e outros. Um vasto nimero de pesquisas
prévias também tem correlacionado a habilidade dos compostos fendlicos em capturar 0s
radicais livres DPPH (LIRA et al., 2021; SILVA; MOURAO, 2022; SOUZA; FASSINA:
SARAIVA, 2018). No estudo realizado por Alves et al. (2018) com Lippia Alba, também,
obtveram maiores influéncias no metabolismo secundario, quando cultivadas sob pleno sol.
Houve maior producdo de Oleo essencial, no qual foi encontrada maior quantidade de

compostos.
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Tabela 6 - Analise de Fenois totais, flavonoides, iridoides e testes antioxidantes das plantas de
Stachytarpheta sellowiana, cultivadas sob malhas coloridas e pleno sol.

FT FlaT CAT ORAC DPPH IT
Tratamento  (MgEAG (mgEQ (mgEAA (mgET (% ICsomg (mgEA
gMSF?) gMSF?) gMSF?) gMSF?) mL?) gMSF?)
Pleno Sol 66,5 a 0,70 a 90,08 b 263,79 a 0,02 a 279,06 c
Vermelha 53,38 b 0,48 b 81,65¢c 171,26 b 0,05b 235,48 d
Preta 36,59 ¢ 0,48 b 75,85d 162,25 b 0,07 ¢ 418,02 b
Azul 51,85b 041c 105,62 a 174,17 b 0,07c 758,99 a

Fonte: Da autora (2021).

Legenda: Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferenciam entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Skott knott. FT: (fendis totais expressos em miligramas de equivalente de &cido galico por
grama de matéria seca de folha; FlaT: flavonoides totais expressos em miligrama equivalente de
quercetina por grama de matéria seca de folha; CAT: capacidade antioxidante total expressa em
miligramas equivalentes de acido ascérbico por grama de matéria seca de folha; ORAC: Capacidade de
absorcao do radical oxigénio expresso como mg de equivalente de Trolox por grama de matéria seca da
folha; DPPH: porcentagem de eliminacéo do radical DPPH expressa em % ICso (mg. mL™* de extrato);
IT: iridoides totais expressos em miligramas de equivalentes de aucubina por grama de matéria seca de
folha (MgEA gMSF™).

Enquanto os compostos fendlicos indicaram ter maior atividade antioxidante pelos
métodos de captura de radicais DPPH e ORAC, os iridoides podem estar relacionados com a
capacidade antioxidante total (CAT). Observa-se, na Tabela 6, que o maior teor de iridoides
totais (758,99 mgEA gMSF?) e CAT (105,62 mgEAA gMSF1) foram maiores sob malha azul.
O método CAT baseia-se na reducdo do molibdénio (V1) a molibdénio (V) pelos antioxidantes
e a subsequente formacdo de um complexo de fosfato verde Mo (V) em pH é&cido. A
transferéncia de elétrons que ocorre neste ensaio depende da estrutura do antioxidante
(PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999).

Os iridoides sdo compostos monoterpenoidicos que sdo distribuidos em diversos grupos
de plantas como compostos do metabolismo secundario (WANG et al., 2020). No género
Stachytarpheta, o composto iridoide ipolamiida foi reportado em varias espécies, incluindo S.
jamaicensis (RODRIGUEZ; CASTRO, 1996), S. cayennensis (FUTURO; KAPLAN, 1998;
SCHAPOVAL et al., 1998), S. indica (GANAPATY et al., 1998; ROENGSUMRAN et al.,
2002), S. australis (AKISUE et al., 1981), S. guyanensis (GARNER, 1997) e S. mutabilis
(LUCA, 1980). Relatos da literatura sobre a ipolamiida isolada de S. cayennensis e de outras
espécies ja apontaram atividades anti-inflamatorias (SCHAPOVAL et al.,, 1998);
antimicrobianas (HANWA et al., 2017) e atividades antileishmanicidas in vitro e in silico
(VENDRUSCOLO et al., 2019). Diversas pesquisas também tém apontado atividade
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antioxidante de outros iridoides isolados (KLYMENCO et al., 2021; LU et al., 2016; NERI-
NUMA et al., 2020).

No trabalho de Lopez-Vazquez (2019) verificou-se que, quando se utilizou UV nas
plantas de Duroia macrophylla Huber (Rubiaceae), esse tratamento inibiu a producdo de
iridoides, dado esse que corrobora com o atual estudo, em que maiores teores do metabdlito
foram constatados sob cultivo de sombreamento com malha azul. Essa classe de metabolitos
pode ser um fator adaptativo, seja na dispersdo de sementes ou protecdo contra predadores
(WHITEHEAD; TIRAMANI; BOWERS, 2016). Os iridoides ja tém sido relatados como
substancias de defesa por apresentarem efeito toxico pds-ingestdo (BIERE; MARAK; VAN
DAMME, 2004).

3.5 Analise dos componentes principais (PCA)

A andlise de componentes principais (PCA) permite a reducdo da dimensionalidade dos
parametros avaliados pela representacdo do conjunto de dados, em um novo sistema de eixos,
denominados Componentes Principais (PC), possibilitando a visualizacdo da natureza
multivariada dos dados em poucas dimensdes. A PCA foi aplicada, em 12 dados do presente
estudo, com o proposito de identificar as interagcdes existentes entre as variaveis de respostas e
as malhas coloridas. A Figura (4) da PCA apresenta a correlacdo matricial entre crescimento
vegetativo (area foliar total - AFT, comprimento da parte aérea - CPA, peso seco de folha -
PSF, caule - PSC, raiz - PSR, total - PST), flavonoides, fendis, pigmentos fotossintéticos
(clorofila total, carotenoides), iridoides e nimero de tricomas totais (NTtotais), explicando
86.28% da variacdo total. Assim, com o uso das PC1 e PC2, foi possivel identificar a separacao
dos tratamentos em trés grupos, em que € possivel observar uma diferenciacdo entre plantas:
Grupo 1: cultivadas a pleno sol; Grupo 2: cultivadas sob malha preta; Grupo 3: cultivadas sob
malha azul.

A PCA destaca que as plantas cultivadas a pleno sol influenciaram positivamente sobre
o teor de flavonoides, fenois e no peso seco de folha (PSF), raiz (PSR), caule (PSC) e total
(PST). As plantas cultivadas sob malha preta influenciaram positivamente sobre as variaveis:
carotenoides, clorofila total e nimero de tricomas totais (NTtotais). Sob a malha azul, houve
maior influéncia positiva na area foliar total (AFT), comprimento da parte aérea (CPA), teor de
iridoides e clorofila total. Sendo assim, os resultados da PCA corroboram e complementam as

analises e interpretacfes anteriores.
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Figura 4 - Gréfico de scores e loadings da analise de componentes principais (PCA), na

PC 2: 22.26%

construcdo de correlacdo matricial, usando dados de Peso Seco de Folha (PSF);
Peso Seco de Raiz (PSR); Peso Seco do Caule (PSC) Peso Seco Total (PST);
Flavonoides, Fenois, Teor de Iridoides, Carotenoides, Clorofila Total; Numero de
Tricomas Totais (NTtotais) e a Area Foliar Total (AFT) de Stachytarpheta
sellowiana cultivada sob malhas coloridas e pleno sol.
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4 CONCLUSAO

O crescimento, desenvolvimento, anatomia, producdo de pigmentos fotossintéticos e o
metabolismo secundario de plantas de Stachytarpheta sellowiana sdo influenciados pelas
diferentes qualidades luminosas.

O cultivo sob pleno sol favoreceu o maior acumulo de matéria seca da planta. Entretanto,
quando se quer obter maior producdo de antioxidantes e iridoides, é indicado o cultivo sob

malhas azuis.
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CAPITULO 4 CARACTERISTICAS ANATOMICAS DE Stachytarpheta sellowiana
OCORRENTE EM CERRADO E CAMPO RUPESTRE

ANATOMICAL CHARACTERISTICS OF Stachytarpheta sellowiana OCCURRING IN
CERRADO AND CAMPO RUPESTRE
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RESUMO

Stachytarpheta sellowiana Schauer (Verbenaceae) € uma planta nativa e endémica do
Brasil que se encontra ameacada de exting¢do. Plantas desenvolvidas, em diferentes ambientes,
podem apresentar caracteristicas morfoanatdmicas divergentes. Neste sentido, objetivou-se
caracterizar morfoanatomicamente as folhas de S. sellowiana, coletadas em dois tipos de
ambientes, sendo eles Campo Rupestre e Cerrado. Folhas do terco superior de 50 individuos
foram coletadas aletoriamente, localizados na Serra do Campestre, em Lavras/MG. Foram
identificadas separadamente pelos seus tratamentos e colocadas em sacos de aluminio, para
posteriores observacdes em microscopia optica de luz e microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Para a observacdo em MEV, elas foram fixadas em Karnovsky e, em seguida,
desidratadas em gradientes progressivos de acetona e submetidas a secagem ao ponto critico,
montadas em stubs de aluminio, para entdo receber cobertura metalizada em evaporador de
ouro Sputtering. Apds os procedimentos, as amostras foram observadas em microscopio
eletronico de varredura. O delineamento experimental aplicado foi o DIC, utilizando cinco
repeticdes, com 10 folhas por repeticao, totalizando 50 folhas por ambiente (Cerrado e Campo
Rupestre). Para microscopia de luz, folhas foram fixadas em alcool 70° e, em seguida, foram
realizados cortes transversais em trés partes, apice, meio e base. Apds o corte, as amostras foram
colocadas em vidro relogio e lavadas com agua destilada para posterior clarificacdo, coloracédo
e montagem das laminas. O delineamento experimental aplicado foi o DIC, utilizando quatro
repeticdes com seis cortes por repeticdo por ambiente (cerrado e campo rupestre). Foram
mensurados 0s seguintes parametros: densidade de tricomas tectores (TT) e glandulares
(grandes (TGG) e pequenos (TGP)) por unidade de area (um?), comprimento dos tricomas
tectores (CTT), a densidade estomatica (e) e os diametros polar (DP) e equatorial (DE) dos
estdmatos, além da relacdo DP/DE. A partir das observacdes morfoanatbmicas, tanto de corte
transversal quanto pela observacgéo das faces das folhas, podem ser classificadas como pilosas,
em que ocorrem em toda a epiderme, com maior frequéncia na face adaxial, exceto para a face
abaxial ndo foram observados tricomas tectores nas plantas do Cerrado. A estrutura das folhas
pode se diferir em resposta ao tipo de ambiente em que se encontram. Conclui-se que ha
diferengas morfoanatdémicas nas folhas de S. sellowiana conforme o ambiente de cultivo.

Palavras-chave: Microscopia. Cortes transversais. Gervdo roxo. Ambientes de cultivo.
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ABSTRACT

Stachytarpheta sellowiana Schauer (Verbenaceae) is a native and endemic plant from
Brazil that is threatened with extinction. Plants developed in different environments may
present divergent morphoanatomical characteristics. In this sense, the objective was to
morphoanatomically characterize the leaves of S. sellowiana, collected in 2 types of
environments, namely Campo Rupestre and Cerrado. Leaves from the upper third of 50
individuals were randomly collected, located in Serra do Campestre, in Lavras/MG. They were
identified separately by their treatments, and placed in aluminum bags for further observations
in optical light microscopy and scanning electron microscopy (SEM). For observation in SEM,
they were fixed in Karnovsky, and then dehydrated in progressive gradients of acetone and
subjected to critical point drying, mounted on aluminum stubs, to then receive metallized
coverage in a Sputtering gold evaporator. After the procedures, the samples were observed in a
scanning electron microscope. The experimental design applied was the DIC, using 5
repetitions, with 10 leaves per repetition, totaling 50 leaves per environment (Cerrado and
Campo Rupestre). For light microscopy, leaves were fixed in 70° alcohol and then transverse
sections were made in 3 parts, apex, middle and base. After cutting, the samples were placed
on watch glass and washed with distilled water for further clarification, staining and mounting
of the slides. The experimental design applied was the DIC, using 4 repetitions with 6 cuts per
repetition per environment (cerrado and campo rupestre). The following parameters were
measured: density of tector (TT) and glandular trichomes (large (TGG) and small (TGP)) per
unit area (um2), length of tector trichomes (CTT), stomatal density (e) and polar (DP) and
equatorial (DE) diameters of the stomata, in addition to the DP/DE ratio. From the
morphoanatomical observations, both cross-section and the observation of the leaf faces, they
can be classified as hairy, where they occur throughout the epidermis, with greater frequency
on the adaxial face, except for the abaxial face, no tector trichomes were observed. in Cerrado
plants. The structure of the leaves may differ in response to the type of environment in which
they are found. It is concluded that there are morphoanatomical differences in the leaves of S.
sellowiana according to the cultivation environment.

Keywords: Microscopy. Cross-sections. Purple ‘gervéo’. Cultivation environments.
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1 INTRODUCAO

Pertencente ao género Stachytarpheta Vahl. (Verbenaceae) Stachytarpheta sellowiana
Schauer é uma espécie nativa e endémica do Brasil que se encontra ameacada de extincao
(INTERNATIONAL UNION FOR CONSERVATION OF NATURE AND NATURAL
RESOURCES - IUCN, 2017). Essa espécie é encontrada, principalmente no Sudeste do Brasil,
mais especificamente em vegetacdes do tipo cerrado e campo rupestre, localizadas no estado
de Minas Gerais. Verifica-se que essa espécie se adaptou as condi¢Ges de fogo e, como
indicacdo desta adaptacdo, forma uma raiz tuberificada, cujas reservas sao utilizadas para o
rebrotamento da parte aérea, logo apds a passagem de fogo na vegetacdo (quando essa ocorre).
Além disso, acredita-se que a germinacao de sementes também possa ser dependente do fogo
(ATKINS; ALVES; KOLBECK, 1996).

O hébito é ereto, arbustivo 0,4 - 1,3 m de altura, com ramos cilindricos, pubescentes,
com folhas obovadas e coridceas com filotaxia oposta, margens crenadas/serreadas, de lamina
inteira, com tricomas glandulares e tectores nas faces adaxial e abaxial. Sua inflorescéncia é
tipo racemosa com espigas terminais, bracteas verdes, espessas, persistente com tricomas
glandulares. Flores monoclinas, zigomorfas sesseéis; calice tubuloso dentado, verde, tricoma
glandular presente persistente; corola azul infundibuliforme; dois estames férteis, dois
estaminddios inclusos; ovario stpero glabro com dois I6culos. Frutos secos esquizocarpicos,
dois mericarpos unisseminados castanho escuro (IUCN, 2017).

Em razéo da ampla gama de espécies do género Stachytarpheta, bem como a escassez
de estudos sobre as espécies do género, é de extrema importancia que tenhamos formas eficazes
qgue auxiliem na identificacdo correta das espécies, principalmente pelas modificacdes
morfologicas que essas espécies podem apresentar para se adaptar em ambientes diferentes.
Assim, estudos que investiguem as caracteristicas anatdmicas podem ser importantes
ferramentas que demonstrem, por exemplo, a organizagdo estrutural da espécie, bem como
apontar se sofre mudancas de acordo com o ambiente. Além disso, pelos ajustes da legislagéo,
para o controle de qualidade de fitoterapicos, ainda é necessario ampliar as bases de dados, a
partir de estudos que caracterizem as espécies vegetais, que possuem um potencial medicinal
(MILANEZE-GUTIERRE et al., 2007).

De acordo com Miola (2019), o termo Campo Rupestre é o mais indicado para
denominar 0 mosaico de vegetagcdo montana, gramineo-arbustiva, com afloramentos rochosos
de quartzito, arenito ou ferro, associado a campos arenosos, pedregosos e encharcados e

entremeado por manchas de outros tipos de vegetacao. Ja o cerrado, (considerado por alguns
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como savana) é formado basicamente por dois grupos de espécies, um formado por plantas
rasteiras e outro composto principalmente por arvores e arbustos. Nesse habitat sdo encontrados
5% da flora e fauna e um terco da biodiversidade mundial (FERREIRA; CAMARGOQOS, 2016).

Neste sentido, objetivou-se caracterizar morfoanatomicamente folhas de Stachytarpheta
sellowiana, por cortes transversais e observagoes das faces abaxial e adaxial, coletadas em dois
tipos de ambientes, Campo Rupestre e Cerrado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal

Folhas do ter¢o superior de 50 plantas foram coletadas aleatoriamente, sendo elas
advindas do campo rupestre e do cerrado, localizadas na Serra do Campestre, no municipio de
Lavras, (Mesorregido Campo das Vertentes, Microrregido - 57 Lavras, Minas Gerais, Brasil).
A é&rea de cerrado esta localizada nas coordenadas 21°20°00.42” S e 44°58”09.66” O, a uma
altitude de 998 m, e a &rea de campo rupestre nas coordenadas 21°2019.45” S ¢ 44°5838.40”
O, a uma altitude de 1159 m. O material vegetal foi herborizado e incorporado ao acervo do
Herbario PAMG (Herbario de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais - EPAMIG, Belo
Horizonte, Minas Gerais) sob o registro 58889. Apo6s coletadas, as folhas foram transferidas
para o Laboratério de Fitoquimica, localizado no Horto de Plantas Medicinais do Departamento
de Agricultura da Escola Superior de Agricultura de Lavras da Universidade Federal de Lavras
(DAG/ESAL/UFLA), localizada na regido Campo das Vertentes Minas Gerais, Brasil sendo
identificadas separadamente pelos seus ambientes (Campo Rupestre e Cerrado) e colocadas em
sacos de aluminio para posteriores observacGes em microscopia Optica de luz (MO) e
microscopia eletronica de varredura (MEV).

2.2 Preparacéo das amostras para a visualizagdo em MEV (Microscopia eletrénica de

varredura)

As amostras foram preparadas de acordo com a metodologia descrita por Alves et al.
(2008). Parte do material foi entdo transferido para o laboratorio do setor de Microscopia
Eletronica e Analise Ultra Estrutural (LME) do Departamento de Fitopatologia da Escola de
Ciéncias Agrarias de Lavras da Universidade Federal de Lavras (DFP/ESAL/UFLA) onde as
folhas foram fragmentadas (FIGURA 1) e fixadas em microtubos de 1,5 mL, com Karnovsky
modificado (Glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampé&o cacodilato de sédio 0,05M, pH
7,2, CaClz 0,001M). Os cortes foram preparados de forma que fosse possivel observar as

caracteristicas das faces adaxial e abaxial.
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Figura 1 - Cortes das folhas de Stachytarpheta. sellowiana, para a fixagdo em Karnovsky.

o

> A

Fonte: Da autora (2018).

Os fragmentos foliares foram desidratados em gradientes percentuais progressivos de
acetona (25, 50, 75, 90 e 100%), por 10 minutos, em cada proporc¢do e, em seguida, inseridos
no secador de ponto critico (BAL-TEC, modelo CPD-030, Principality of Liechtenstein). Ap6s
a secagem, foram alocadas em stubs de aluminio com fita adesiva dupla-face, para, entéo,
receber cobertura metalizada em evaporador de ouro Sputtering (BAL-TEC, modelo SCD-050,
Principality of Liechtenstein). Apds a preparacdo das amostras, os stubs foram observados em
microscopio eletronico de varredura (LEO EVO 40 XP Carl Zeiss), em vista frontal, de ambas

as faces da folha, onde foram capturadas 50 imagens de cada face em cada tipo de ambiente.

2.2.1 Delineamento experimental e variaveis analisadas, microscopia eletrénica de

farredura

O delineamento experimental foi o Inteiramente Casualizado (DIC), com dois
tratamentos (campo rupestre e cerrado), cinco repeticdes, contendo 10 amostras por repeticao,
de cada face da folha (adaxial e abaxial).

Foram mensurados 0s seguintes pardmetros: densidade de tricomas tectores (TT) e
glandulares grandes (TGG) e pequenos (TGP), por unidade de area (um?), comprimento dos
tricomas tectores (CTT), a densidade estomatica (E) e os diametros polar (DP) e equatorial (DE)

dos estdmatos, além da relacdo DP/DE.



115

2.3 Preparacdo das amostras para a visualizagdo em microscopia optica

As folhas foram separadas em 24 amostras/tratamento e fixadas em alcool 70°. Em
sequida, foram excisadas em trés partes, apice, meio e base, com 1cm#/fragmento. As amostras
foram inseridas entre dois pedacos de isopor para cortes & médo livre com o auxilio de uma
ldamina de ago. Apos o corte, as amostras foram colocadas em vidro reldgio e lavadas com &gua

destilada para posterior clarificacao.

2.3.1 Clarificacao, coloragéo e montagem das laminas

Inicialmente foi feita uma pré-selecdo dos melhores cortes, que foram colocados em
vidro reldgio, contendo uma solugdo composta por 50% de agua e 50% de hipoclorito de sodio.
Depois foram mantidas nesta solu¢do por 5 min ou até alcangarem uma transparéncia. Logo
apos, foi feita uma neutralizacdo com agua acética 5% e, em seguida, foram feitas trés lavagens
em agua destilada.

Apo6s o processo de clarificacdo, as amostras foram coradas, utilizando-se o corante
safrablau (GAVILANES et al., 2020). Ap6s coloracdo (15 segundos), os cortes foram
novamente selecionados, sendo adicionadas trés gotas do corante sobre as amostras; apds 15
segundos, foi utilizada agua destilada, a fim de diluir o corante e acrescentou-se solugédo
hidroalcoolica 40% por pelo menos 24h para a extragdo do excesso de corante.

Foram montadas laminas contendo as trés regides apice, meio e base para cada
tratamento. Na ldmina, com solucdo agua-glicerina (v:v), os cortes foram adicionados lado a
lado sobre essa solugdo. Assim, tomou-se o0 cuidado para ndo deixar 0s cortes sobrepostos, e
entdo a laminula foi colocada sobre as amostras. Para retirar algum excesso de glicerina, foi

utilizado um papel filtro.

2.3.2 Delineamento experimental e variaveis analisadas em microscopia optica

O delineamento experimental foi o Inteiramente Casualizado (DIC), com dois
tratamentos (ambiente Campo Rupestre e Cerrado), quatro repeti¢des, contendo seis cortes por
repeticdo, de cada parte da folha (&pice, meio e base).

As variaveis analisadas foram: espessura da epiderme adaxial (um), espessura da

epiderme abaxial (um), espessura do parénquima palicadico (um), espessura parénquima
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lacunoso (um), area do colénquima superior (um?), area do colénquima inferior (um?), area

total da nervura mediana (um?), area total do feixe vascular (um?).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

As folhas da espécie Stachytarpheta sellowiana foram colhidas no estadio de plena
floracdo (FIGURA 2).

Figura 2 - Habito da planta Stachytarpheta sellowiana, em estadio de floracdo, na Serra do
Campestre, Lavras, MG.

Fonte: Da autora (2018).

Diferencas anatdmicas foram observadas nas folhas de plantas de Stachytarpheta
sellowiana colhidas em diferentes ambientes. A Figura 3 apresenta as fotos de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) das folhas do Cerrado, e a Figura 4 do Campo Rupestre. Nas
Figuras 3A-D, observaram-se a presenca de TT e TG, em ambas as faces foliares, exceto para

a face abaxial ndo foram observados TT nas plantas do Cerrado.
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Figura 3 - Stachytarpheta sellowiana: Eletromicrografia de Varredura de folhas advindas do
Cerrado.

Legenda: A = Face adaxial; B = Face adaxial; C = Face abaxial; D = Face abaxial; E = Corte transversal;
F = Corte transversal; TT = Tricoma tector; TC = Tricoma captado; TG = Tricoma glandular; E =
Estdmato; PP = Parénquima palicadico; PL = Parénquima Lacunoso. Figura A, B, C, D, F, escala 20
um; Figura E, escala 100 pm.

Fonte: Da autora (2022).

Nas Figuras 3A-B e 3A-C, nota-se a presenca de TT, uni a multisseriados e, nas Figuras
3C e 3C, TC, curto a longo pedunculados. Com a presenca desses tricomas, as folhas podem
ser classificadas como pilosas; ocorrem em toda a epiderme, com maior frequéncia na face

adaxial.
Nas Figuras 4A-D, observa-se a presenca de TT e TG, em ambas as faces foliares, nas

plantas do Campo Rupestre.
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Figura4 - Stachytarpheta sellowiana: Eletromicrografia de Varredura, de folhas advindas do
Campo Rupestre.

Legenda: A = Face adaxial; B = Face adaxial; C = Face abaxial; D = Face abaxial; E = Corte transversal;
F = Corte transversal; TT = Tricoma tector; TC = Tricoma captado; TG = Tricoma glandular; E =
Estdmato; PP = Parénquima palicadico; PL = Parénquima Lacunoso. Figura A, B, C, D, F, escala 20
pm; Figura E, escala 100 pm.

Fonte: Da autora (2022).

A familia Verbenaceae € caracterizada por ter espécies que apresentam muitos TG, nos
seus diversos Orgaos, responsaveis pelo acimulo e sintese de metabdlitos secundarios que
podem ou nédo apresentar fungdes biologicas ou farmacolégicas (JUDD et al., 2009; PASCUAL
et al., 2001; SOUZA; LORENZI, 2008). Desta forma, os resultados encontrados estdo de
acordo com a literatura, pois foram descritos, neste estudo, a presenca de TT e TG capitados,

dispostos em ambas as faces foliares. Dados correspondentes foram encontrados, em Verbena
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litoralis Kunth, em que TG e TT unicelulares foram observados em ambas as faces das folhas
(AOYAMA; FURLAN; INDRIUNAS, 2019).

Com base nas andlises das imagens capturadas, a partir do MEV, observou-se que as
células epidérmicas, tanto em material de Campo Rupestre como o de Cerrado, sdo unisseriadas
(FIGURAS 3E-F e 3E-F) e, quando vistas frontalmente, apresentam paredes anticlinais
onduladas (FIGURAS 3B e 4D); estdbmatos do tipo diacitico, que ocorrem em ambas as faces
das folhas (FIGURAS 3B e D e 4B e D). Observou-se que o mesofilo é constituido de uma
camada de tecido palicadico, que ocupa 50% dessa estrutura, e o parénquima lacunoso
apresenta de 4 a 5 camadas de células de formatos e posicdes irregulares (FIGURA 3E-F e 4E-
F).

De acordo com Adedeji (2012), as folhas de Stachytarpheta cayenensis (Rich) Vahl,
Stachytarpheta angustifolia (Mill.) Vahl e Stachytarpheta indica (L.) Vahl apresentam células
epidérmicas com forma poligonal. S&o classificadas como anfiestométicas e também
apresentam estdbmatos na sua grande maioria classificados como diaciticos. Esses dados
corroboram com os encontrados neste trabalho, cujas folhas também s&o classificadas como
anfiestomaticas apresentando estdmatos diaciticos. Idu, Erhabor e Odia (2009), em seu trabalho
de caracterizacdo morfoanatomica de folhas de S. jamicensis e S. cayenensis, também
constataram que a epiderme é coberta com cuticula espessa, o parénquima palicadico é
observado imediatamente abaixo da epiderme adaxial e os estdbmatos sdo encontrados em ambos
os lados da folha (anfiestomatica).

Nota-se que a anatomia das folhas de Stachytarpheta sellowiana é dependente do
ambiente de ocorréncia, pois diferencas estatisticas significativas foram observadas nos
parametros anatdmicos avaliados (TABELA 1). A face abaxial das folhas dessa espécie,
coletadas no Cerrado, apresentou, em média, maior nimero de estbmatos (200,3), apesar de ndo
diferir estatisticamente quando comparado aos valores encontrados para as folhas do Campo
Rupestre (183,9).



121

Tabela 1 - MedicGes das estruturas das folhas de Stachytarpheta sellowiana, por meio de
Eletromicrografia de Varredura.

DPE DEE DPE\DEE

Ambiente NE NTT NTGS NTGP NCEL (um) (um) (um)
Adaxial

Cerrado 1345a 336b 423a 66b 857,1b 316a 220a 1,70 a

Campo rupestre  1335a 43,3a 285b 158a 9545a 315a 20,3b 157a
Abaxial

Cerrado 200,3a 36,7b 67,8a 13,3b 773,1b 33,3a 239a 1,39a

Campo rupestre  1839a 114,7a 606a 2l4a 936la 27,3b 192b 143a

Fonte: Da autora (2021).

Legenda: (NE: NUmero de estdmatos; NTT: NUmero de tricomas tectores, NTGS: Numero de tricomas
glandulares septados, NTGP: Numero de tricomas glandulares peltados; NCEL: Numero de células
epidérmicas; DPE: Diametro polar do estbmato; DEE: Didmetro equatorial do estdmato). Médias
seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Scott-Knott.

Os dados, para o nimero de estdmatos, corroboram com o estudo realizado por Rossatto,
Hoffmann e Franco (2009), em que esses autores relataram que a espécie Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne (Fabaceae: Detaroideae), encontrada no ambiente de Cerrado,
apresentou maior densidade estomética na face abaxial. Esse resultado pode ser relacionado
com maior exposicdo dessas folhas aos fatores abidticos mencionados anteriormente,
corroborando com os dados descritos por Lleras (1974), em que o autor mencionou ter
encontrado maior densidade estomatica em folhas expostas a maior irradiacdo solar ou baixa
disponibilidade de &gua. A funcionalidade estomatica (DPE/DEE) ndo apresentou diferencas
estatisticas entre os ambientes, tanto para a parte abaxial quanto para a adaxial, sendo assim,
todos os estdbmatos podem ser caracterizados como funcionais. Quanto maior a relagédo
estomatica, maior seu funcionalismo, pelo seu formato elipsoide (DUBBERSTEIN, 2019). Os
estdmatos sdo estruturas que regulam o fluxo transpiratorio e de COg, assim, a densidade
estomatica, em espécies como a Stachytarpheta sellowiana, podem demonstrar se a espécie se
adapta as condigcdes de ambientes diferentes. Fatores ambientais, tais como luminosidade,
indice pluviométrico, tipo e nutriente de solo, altitude e sazonalidade podem influenciar nas
caracteristicas morfoanatbmicas das plantas.

Note que, independentemente do tipo de ambiente, a face abaxial das folhas de
Stachytarpheta sellowiana apresentaram maiores quantidade de tricomas. Dados semelhantes
foram encontrados, nos trabalhos de Iroka, Okeke e Okereke (2015), cujo maior nimero de
tricomas, nas espécies Stachytarpheta angustifolia, Stachytarpheta jamaicensis e

Stachytarpheta cayanensis, foram constatados também na face abaxial. Os parametros NTT,
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NTGP e NCEL da epiderme adaxial das folhas coletadas no Campo Rupestre foram
significativamente maiores que as do Cerrado. Em contrapartida, os parametros NTGS e DEE
das folhas do Cerrado foram significativamente maiores que as do Campo Rupestre. Além
disso, verificou-se que apenas para o parametro NTGS da face abaxial das folhas coletadas nos
dois ambientes ndo houve diferenca estatistica. Para os pardmetros NTT, NTGP e NCEL, da
parte abaxial, também foram mais significativos para 0 Campo Rupestre que para o cerrado. E
0s parametros DEE e DPE foram mais significativos para o Cerrado quando comparado ao
Campo Rupestre. Ao comparar 0s ambientes, verifica-se que, em média, folhas coletadas no
Campo Rupestre apresentam maior NTT, NTGP e NCEL. Verificou-se que o0 ambiente também
influenciou significativamente na densidade dos tricomas totais.

Os resultados encontrados neste estudo corroboram com os descritos na literatura,
demonstrando gue tanto os tricomas quanto os estbmatos sao estruturas anatdmicas que podem
ser influenciados pelos fatores abio6ticos, em que esses fatores podem interferir na distribuicéo,
densidade e na quantidade e composicdo quimica dos metabdlitos secundérios ali produzidos
(TOZIN, 2014). Neste sentido, as folhas das espécies, que se desenvolvem no Cerrado e no
Campo Rupestre, sdo os 6rgdos mais afetados por esses fatores por sua exposicdo, levando a
uma interferéncia na gestdo hidrica, na fixacéo de carbono e respostas adaptativas (GIVNISH,
1984; JUSTO et al., 2005; MARQUES et al., 2000; ROSSATTO; HOFFMANN; FRANCO,
2009). Além da densidade estomatica, a morfologia dos estdbmatos também pode ser
influenciada pelo ambiente, o que pode ser relacionado com a capacidade da espécie em adaptar
as diferentes condi¢fes ambientais durante o desenvolvimento da folha (ABRAMS; KUBISKE;
MOSTOLLER, 1994; PANDEY; NAGAR 2003; PEARCE et al., 2006). Além disso, de acordo
com Pearce et al. (2006), espécies de Cerrado, em geral, apresentam maior densidade

estomatica e estbmatos menores por sazonalidade pluviométrica.

3.2 Microscopia Optica

Diferencas anatdmicas foram observadas no tecido foliar das plantas de Stachytarpheta
sellowiana coletas no Cerrado e Campo Rupestre. As Figuras 5A, 5C e 5E apresentam as
caracteristicas anatomicas das folhas de Cerrado e as Figuras 5B, 5D e 5F as do Campo
Rupestre. Nota-se que foram observados TG no corte correspondente ao apice da folha do
Cerrado (FIGURA 5A) e, nos cortes transversais da nervura primaria das folhas de campo
Rupestre, tanto TT quanto TG estdo presentes em ambas as faces (Figuras 5B e 5D). Pode-se

observar, tambem, que as folhas contém uma camada de células epidérmicas, seguida por uma
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camada espessa de colénquima e parénquima. Nas Figuras 5C (parte mediana da folha Cerrado)
e 5E (parte basal da folha Cerrado), o feixe vascular ocupou maior area na estrutura das folhas,

quando comparadas ao feixe vascular das folhas de Campo Rupestre (5F).

... Ve
2t %5050 s a0t WL
Legenda: A = Apice da folha do cerrado; B = Apice da folha do campo rupestre; C = Parte mediana da
folha do cerrado; D = Parte mediana do campo rupestre; E = Base da folha do cerrado; F = Base da folha

do campo rupestre.

Fonte: Da autora (2022).

A espessura da epiderme adaxial, abaxial e do parénquima palicadico da parte apical

das folhas apresentaram maiores valores, no ambiente de Campo Rupestre, quando comparado
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ao Cerrado (TABELA 2). Para a parte mediana e basal, os parénquimas pali¢adico e lacunoso

foram mais responsivos no Cerrado que no Campo Rupestre.

Tabela 2 - Medicdes das estruturas das folhas, lado esquerdo (LE) e lado direito (LD), em
ambientes de cerrado e de campo rupestre, de Stachytarpheta sellowiana, pela
Microscopia de luz dptica.

Espessura Espessura Espessura Espessura
Ambiente Epiderme Adaxial Epiderme Abaxial Parénquima Parénquima
(um) (um) Palicadico (um) Lacunoso (um)
LE LD LE LD LE LD LE LD
Apical
Campo 519,  226a 196a 185a  879a 943a 1337b 1309b
rupestre

Cerrado 172b  159b 123b 144D 74,7b 773b 167,8a 1559a

Mediana

Campo
rupestre

Cerrado 19,2 a 188a 144a 18,7 a 84,5a 88,1a 139,7a 1452a

17,4b 18,7a 16,7a 16,1 a 76,4 a 776a 1237a 1316a

Basal

Campo
rupestre

Cerrado 179a 16,5a 165a 146 a 51,3a 61,6 a 1035a 103,7a
Fonte: Da autora (2022).

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

20,3 a 16,1a 149a 15,6 a 38,1b 455D 90,2 b 78,7b

A estrutura das folhas pode diferir em resposta a intensidade luminosa que recebem,
pois, geralmente, as folhas que crescem sob o sol sdo mais espessas que as folhas de sombra
(MENEZES; SILVA; PINNA, 2012). Em condicdes ensolaradas, as folhas podem apresentar
uma elevada taxa fotossintética, além de serem mais espessas por unidade de area, quando
comparadas com espécies que se desenvolvem sob a sombra (BJORKMAN, 1981;
BOARDMAN, 1977). O aumento do parénquima palicadico é alusivo ao acréscimo da
espessura foliar. Este € diretamente relacionado a reducéo na resisténcia do mesofilo ao didxido
do carbono (NOBEL, 1977). Quando em altas luminosidades, os estdmatos se abrem e, com
isso, aumenta a entrada de CO- e, consequentemente, hd um aumento na taxa fotossintética
(TAIZ et al., 2017).

Para a area do colénquima superior (situado proximo a epiderme adaxial), a porcéo
apical e basal apresentaram diferenca significativa (TABELA 3). O campo rupestre

proporcionou maior area (8.350 um? parte apical e 75.871 pm? parte basal). O oposto ocorreu
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com a area do colénquima inferior (situado proximo a epiderme abaxial), em que maiores
valores foram proporcionados pelo ambiente do Cerrado (249.327 um?). A érea total do feixe
vascular e da nervura mediana tiveram respostas correspondentes e maiores valores foram
detectados no ambiente do cerrado, na parte basal da folha (191.911 e 546.163 pm?,

respectivamente).

Tabela 3 - Medicdes das estruturas das folhas de Stachytarpheta sellowiana, porMicroscopia

de luz.
Area do Area do Area Total da Area Total do
Ambiente Colénguima Colénquima  Nervura Mediana Feixe Vascular
Superior (um?)  Inferior (um?) (um?) (um?)
Apical
Campo rupestre 8350 a 17032 a 42373 a 9277 a
Cerrado 6227 b 17894 a 35271 a 7008 b
Mediana
Campo rupestre 24787 a 68474 a 157351 a 43596 a
Cerrado 18968 a 66904 a 159030 a 45687 a
Basal
Campo rupestre 75871 a 191613 b 440653 b 123682 b
Cerrado 59323 b 249327 a 546163 a 191911 a

Fonte: Da autora (2021).
Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste de Scott-Knott.

O colénquima pode ser classificado como tecido de suporte de 6rgdos e regides vegetais,
que possuem crescimento primario. As células do colénquima possuem paridade com as do
parénquima, pois possuem protoplastos vivos, além da capacidade de retornar a ter atividade
meristematica (SCATENA; SCREMIN-DIAS, 2006).

Na nervura encontram-se os feixes vasculares, que contém os vasos de xilema e floema.
Esse é um sistema vital, para que haja um bom desenvolvimento da planta, por meio do qual
chegara agua até o mesofilo, pelo xilema, e os fotoassimilados escoardo para as demais partes
da planta pelo floema. Por isso, alteracfes nessas estruturas, quanto ao didmetro, quantidade,
area irdo influenciar diretamente a fotossintese, crescimento e desenvolvimento das espécies
(COSTA et al., 2006).

A camada epidérmica, tanto em material de Campo Rupestre como o de Cerradoé
unisseriada, e as folhas sdo anfiestomaticas, com presenca de tricomas tectores e glandulares
em ambas as epidermes. A anatomia das folhas de Stachytarpheta sellowiana é dependente do

ambiente de ocorréncia, pois diferengas estatisticas significativas foram observadas, nos
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parametros anatémicos avaliados, em que a densidade dos tricomas, em média, Sdo maiores no

ambiente de Campo Rupestre.
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4 CONCLUSAO

Os achados do presente estudo contribuem para o protocolo de identificacdo
morfoanatbmica da espécie Stachytarpheta sellowiana. A partir deste estudo, pode-se
classificar as folhas da espécie, coletadas tanto no Cerrado quanto no Campo Rupestre como
sendo pilosas e anfiestomaticas, por apresentarem tricomas tectores e glandulares e estdmatos,
em ambas as faces, sendo a epiderme das folhas unisseriada. Além disso, verificou-se que o

ambiente influenciou de forma significativa a densidade dessas estruturas.
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ANEXO B — EXSICATA DA ESPECIE

EMPRESA DE PESQUISA AGROPECUARIA DE MINAS GERAIS

HERBARIO
ZEPAMIG

Avenida José Candido da Silveira, 1647, Bairro Unido - Bedo Horzonte - Minas Gerais — Brasd
CEP 31.170-495 . Fone: 31 3480-5088 - Fax 31 34805084
E-mail herbario@epamig br ou andreiasiva@epamig be

o
EPAMIG

DECLARACAO

Declaro que Thaind de Oliveira, estudante da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), depositou no Herbario PAMG, da Empresa de Pesquisa Agropecuéria de Minas
Gerais (EPAMIG), exsicata (exemplar-testemunho) da espécie abaixo, coletada em
Lavras, MG.

Espécie 'Familia | Registro PAMG |
Stachytarpheta sellowiana Schauer Verbenaceae 58889

A

Belo Harizonte, 13 Julho de 2021,

réia F Siva
957.639.106-72
Pesquisadora da EPAMIG, Curadora do Herbario PAMG
Herbario PAMG - Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG)
Instituico Fiel Depositaria, conforme Deliberagéo N°45, de 18 de Dezembro de 2003



