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RESUMO

As florestas tropicais representam fonte de recursos naturais resultante das interacdes
ecologicas, principalmente entre planta e micro-organismos. Ha tempos o produto do
metabolismo secundario destes seres € utilizado pela industria em virtude de seu potencial
antimicrobiano. Este trabalho avaliou os aspectos estruturais anatémicos e histoquimicos
associados a prospeccdo fitoquimica e micoldgica de trés plantas medicinais, sendo elas:
Costus spicatus, Stachytarpheta cayennensis e Ayapana triplinervis. Os resultados
anatdmicos mostram que C. spicatus possui folha anfi-hipoestomatica, estbmatos tetraciticos
e tricomas tectores filamentosos; S. cayennensis apresenta folhas anfi-hipoestomaticas,
estdmatos diaciticos e anomociticos, tricomas glandulares e tectores; A. triplinervis possui
folha anfi-hipoestomatica, estbmatos anomociticos, tricomas glandulares e tectores, ductos e
aerénquima. A histoguimica e a prospec¢do quimica das trés espécies indicaram a presenca de
substancias tais como alcaloides, compostos fenodlicos, saponinas, taninos, heterosideos
cinogénicos e &cidos volateis e amido. O isolamento dos fungos endofiticos evidenciou que C.
spicatus apresenta maior taxa de colonizacdo e os géneros fungicos mais frequentes nas trés

espécies foram: Phacelomyces, Aspergillus, Fusarium, Trichoderma e Penicillium.

Palavras-chave: colonizacédo fangica, principios ativos, estruturas secretoras.



ABSTRACT

Structural mycological and phytochemistry perspective of Costus spicatus (Jacq.) Sw.,
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King &
H.Rob.

Rainforests represent a source of natural resources resulting from ecological interactions,
especially among plant and microorganisms. There are times the product of the secondary
metabolism of these beings is used by industry by virtue of its antimicrobial potential. This
work has evaluated the structural aspects and there associated anatomical phytochemical
survey of mycological and three medicinal plants, which are: Costus spicatus, Stachytarpheta
cayennensis, Ayapana triplinervis. The anatomical results show that C. spicatus has
amphihypostomatic leaf, stomats tetracitic and filamentous tectores trichomes; S. cayennensis
has amphihypostomatic leaf, diaciticos stomats and anomocitic and tectores and glandular
trichomes. A. triplinervis has amphihypostomatic leaf, stomats anomocitics, glandular
trichomes and tectores, ducts and aerénquima. The histochemistry and chemical prospecting
of three species indicated the presence of substances such as alkaloids, phenolics, saponins,
tannins, heterosideos cinogénicos and volatile acids and starch. The isolation of endophytes
showed that C. spicatus has highest rate of colonization and the fungal genera more frequent

in three species were: Phacelomyces, Aspergillus, Fusarium, Penicillium and Trichoderma.

Keyword: fungal colonization, active principles, secretory structures.
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INTRODUCAO

As florestas tropicais possuem uma ampla riqueza em metabdlitos secundarios fruto da
interacdo ecologica entre as espécies (Wink, 1988; Hartmann, 2004) acreditam que tais
substancias funcionam como agentes defensivos na luta contra predadores naturais
(microrganismos patogénicos, insetos e animais herbivoros).

O produto do metabolismo presente nas partes vegetativas pode ser armazenado em
tecidos secretores especializados na forma individualizada nos idioblastos ou serem
encontradas compondo estruturas multicelulares de tricomas, cavidades ou bolsas, ductos ou
canais (Appezzato-da-Gléria; Carmello-Guerreiro, 2006) que se distribuem ao longo das
partes vegetativas e reprodutivas da planta.

O produto deste metabolismo supracitado constitui fonte de principios ativos
empregados tanto na medicina tradicional, como na producdo de biomoléculas ativas com
potencial no tratamento de doencas que para Takahashi e Lucas (2008) trata-se de substancias
com ac¢des antimicrobianas as quais ndo se restringem apenas as plantas.

A producdo e armazenamento dos compostos organicos podem sofrer varia¢fes quanto
ao quantitativo e localizacdo, pois de acordo com Alves (2001), a composicdo quimica dos
vegetais € diretamente influenciada por fatores abidticos (fertilidade e tipo do solo, umidade,
radiacdo solar, vento, temperatura e poluicdo atmosférica) e bidticos (interacdes e adaptacdes
coevolutivas entre planta-planta, planta-animal e planta-microorganismos) de um determinado
ecossistema.

Os micro-organismos endofiticos habitam o interior de tecidos vegetais e vem
representando nas Ultimas décadas grande valor para a performance dos cultivares diante das
relagcbes estabelecidas entre planta-fungo (AZEVEDO et al.,, 2000). O produto desta

interacdo constitui novas fontes alternativas de produtos naturais com amplas potencialidades
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aplicaveis na medicina, na agricultura e na industria, por suas propriedades como antibioticos,
antimicaticos, imunossupressores e compostos anticancer (STROBEL e DAYSE, 2003).

Estudos voltados aos aspectos estruturais de plantas tais como a caracterizacao
anatdmica, fitoquimica e micoldgica permitem a compreenssdo quanto a distribuicdo dos
principios ativos nas partes vegetativas permitindo a descoberta de possiveis produtores de
moléculas bioativas derivadas de endofiticos, os quais sdo reconhecidos atualmente pela
propriedade de produzir os mesmos produtos naturais presentes nas plantas como, por
exemplo, a substancia paclitaxel, um diterpendide e famoso anticancerigeno que se encontra
em Taxus spp. (planta) substancia também isolada de Taxomyces andreanae (fungo endofitico
de Taxus brevifolia) (SUFFNESS e WALL, 1995; STROBEL e DAISY, 2003).

Dentre os produtos ja isolados destacam-se as leucocinostatina, isolada de
Acremonium sp. (Strobel et al., 1999), isocumarinas de Conoplea elegatula (Findlay et al
1995), taxol de Pestalotiopsis microspora (Strobel et al., 1996) e esterdides de Penicillium
herquei (Marinho et al., 2009), entre outros.

Para Neto et al. (2004), a biodiversidade vegetal em paises de clima tropical e
subtropical como o Brasil é imensa, sendo detentora de microrganismos endofiticos, ainda
ndo classificados com representatividade genética, capaz de prover composto estruturalmente
diversificado e de bioatividades pouco conhecidas.

As caracteristicas morfoanatémicas de cada vegetal podem determinar a o processo de
colonizagdo, penetracdo e permanéncia dos fungos endofiticos, pois 0 mesmo se inicia pelas
portas de entrada dos vegetais (estbmatos, raizes, aberturas ou feridas causadas por insetos)
(AZEVEDO, 2000). De acordo com Calo et al. (2006), a existéncia de tricomas tectores e
glandulares nas superficies foliares pode facilitar o processo de adesdo das hifas e esporos
fangicos, contribuindo para o processo de colonizacdo. As relagdes simbidticas entre fungos

endofiticos com seus hospedeiros sdo complexas, principalmente nas regides tropicais. Um
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dos fenbmenos que aparece registrado tanto nas zonas temperadas como nas tropicais é a
especificidade dos endossimbiontes por tecidos vegetais particulares (GAITAN, 2006).

Considerando gue as plantas medicinais estabelecem relacées com fungos endofiticos e
que, de acordo com os caracteres de cada vegetal (apéndices foliares, produto do metabolismo
secundario, estruturas secretoras, entre outros) podem influenciar no processo de colonizagéo,
penetracdo e permanéncia destes seres, realizou-se este estudo visando identificar principais
géneros fungicos endofiticos presentes nas partes vegetativas, aléem de aspectos estruturais das
plantas que possam favorecer ou ndo a presenca destes seres nas partes vegetativas.

Diante do exposto, realizou-se a associacdo de aspectos anatémicos, fitoquimicos e
micoldgicos de Costus spicatus (Jacg.) Sw. (pobre-velho), Stachytarpheta cayennensis (Rich.)
Vahl (gervdo) e Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H.Rob. (japana) de maneira a
fornecer subsidios ao desenvolvimento de estudos agrondmicos, farmacoldgicos e quimicos.

A apresentacdo do presente estudo foi realizada em quatro capitulos, dos quais 0s
capitulos I, Il, e Il correspondem a avaliacdo anatémica, histoquimica e fitoquimica de
0rgdos vegetativos de cada espécie. O capitulo IV trata da identificacdo de fungos endofiticos
nas partes vegetativas de cada espécie. Todos 0s artigos serdo submetidos a Revista Brasileira

de Plantas Medicinais.


javascript:makeRequest('index','mode=dv&tid=117086','detalhe');

19

REFERENCIAS

ALVES, H. M. Plantas como fonte de fitofarmacos. Cadernos Tematicos de Quimica Nova
na Escola. n° 3, 2001. p.10-15.

APPEZZATO-DA-GLORIA, B.; CARMELLO-GUERREIRO, S. M. Anatomia Vegetal.
Vicosa: Editora UFV, 2006. 438 p.

AZEVEDO, J. L. Microorganismos endofiticos. In: MELO, I. S. (Org.). Ecologia
Microbiana. Jaguarid: Embrapa, 2000. 308 p.

CALO, L.; GARCIA, |.; ROMERO, L.C. Leaf hairs influence phytopathogenic fungus
infection and confer an increased resistance when expressing a Trichoderma a-1,3-glucanase.
Journal of Experimental Botany, v. 57, n. 14, p. 3911-3920, 2006.

FINDLAY, J. A.; BUTHELEZI, S.; LAVOIE, R.; PENA-RODRIGUEZ, L.; MILLER, J.D.
Bioactive isocoumarins and related metabolites from conifer endophytes. Journal of Natural
Products, v. 58, n. 11, p. 1759-1766, 1995.

GAITAN, M. A. G. Hongos enddfitos tropicales: conocimiento actual y perspectivas. Acta
Biologica Colombiana, v. 11, n. 1, p. 3-20, 2006.

HARTMANN, T. Plant-derived secondary metabolites as defensive chemicals in herbivorous
insects: a case study in chemical ecology. Planta, v. 219, n. 1, p. 1-4, 2004.

MARINHO, A. M. R.; MARINHO, P. S. B.; FILHO, E. S. Esterdides produzidos por
Penicillium herquei, um fungo endofitico isolado dos frutos de Melia azedarach (Meliaceae).
Quimica Nova. S&o Paulo, v. 32, n. 7, p. 1710-1712, 2009.

NETO, P. A. S. P.; AZEVEDO, J. L.; CAETANO, L. C. Microrganismos endofiticos em
plantas: status atual e perspectivas. Boletim Latino americano y del Caribe de plantas
Medicinales y Aromaticas, Santiago, v. 3, n. 4, p. 69 -72, 2004.

STROBEL, G. A. et al. Taxol from Pestalotiopsis microspora, an endophytic fungus of Taxus
wallachiana. Microbiology, v. 142, p. 435-440, 1996.

STROBEL, G. A et al.Cryptocandin, a potentantimycotic from the Endophytic fungus
Cryptosporiopsis cf. quercina. Microbiology. v,17, p. 417-423. 1999

STROBEL, G.; DAISY, B. Bioprospecting for microbial endophytes and their natural
products. Microbiology and Molecular Biology Reviews, v. 67, n. 4, p. 491-502, 2003.



20

SUFFNESS, M. & WALL, M.E. in Taxol: Science and Applications, ed.Suffness, M. (CRC,
Boca Raton, FL), 1995. p. 3-25.

TAKAHASHI, J.A.; LUCAS, E.M.F. Ocorréncia e diversidade estrutural de metabélitos
fangicos com atividade antibi6tica. Quimica Nova, v. 31, n. 7, p. 1807-1813, 2008.

WINK, M. Plant breeding: importance of plant secondary metabolites for protection against
pathogens and herbivores. Tag Theoretical and Applied Genetics, v. 75, n. 2, p. 225-233,
1988.



21

CAPITULO I: Aspectos estruturais, histoquimicos e fitoquimicos
dos 6rgaos vegetativos de Costus spicatus (Jacg.) Sw. (Costaceae)

Artigo submetido a Revista Brasileira de Plantas Medicinais
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Aspectos estruturais, histoquimicos e fitoquimicos dos 6rgaos vegetativos de
Costus spicatus (Jacq.) Sw. (Costaceae)

RESUMO: As folhas de Costus spicatus sdo amplamente empregadas na medicina
popular para o tratamento de varias doencas, entre elas: malaria, hepatite e doenca
do aparelho urinario. O objetivo deste trabalho foi identificar aspectos da anatomia
dos o6rgdos vegetativos (folha, caule, raiz e rizoma) associados a triagem
fitoquimicas visando contribuir com informacdes relevantes para o desenvolvimento
de estudos taxondmicos, agrondémicos, fisioldgicos e farmacologicos. A andlise
anatbmica por meio da microscopia Optica e de varredura evidenciou folha anfi-
hipoestomatica com estdématos tetraciticos e tricomas tectores filamentosos simples.
O mesofilo é constituido por parénquima clorofiliano, que se divide em duas regides
intercaladas por corddo de fibras e feixes vasculares. O caule aéreo € do tipo
atactostélico como no rizoma. A raiz em corte transversal é poliarca. Os testes
histoquimicos indicaram a presenca de amido, proteinas estruturais, alcaloides,
cristais de oxalato de célcio, nas principais estruturas vegetativas estudadas. A
prospeccao quimica com extratos etandlico e aquoso detectou presenca de

saponinas, taninos, alcaloides, flavondides e heterosideos cianogénicos.

Palavras- chave: anatomia, compostos secundarios, plantas medicinais.
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ABSTRACT: Structural aspects of vegetative organs there and phytochemicals
of Costus spicatus (Jacq.) Sw. (Costaceae). The leaves of Costus spicatus are
widely employed in folk medicine for the treatment of various diseases, including:
malaria, hepatitis and urinary tract disease. The goal of this work was to identify
aspects of the anatomy of vegetative organs (leaf, stem, root and rhizome)
associated with the fitoquimicas screen to contribute information relevant to the
development of taxonomic studies, pharmacological, physiological and agronomic.
Anatomical analysis by optical microscopy and scanning showed host sheet-
hipoestomatica, with estdmatos tetraciticos and simple filamentous tectores
trichomes. The mesophyll is composed of clorofiliano parenchyma, which is divided
into two regions interspaced by rope fibers and vascular bundles. The air stem is of
type atactostélico and rhizome. The root in cross-section is poliarca. There tests
indicated the presence of starch, structural proteins, alkaloids, calcium oxalate
crystals in the main vegetative structures studied. Chemical prospecting with
etandlico aqueous extracts and detected the presence of saponins, tannins,

alkaloids, flavonoids and cyanogenic heterosides.

Keywords: Anatomy: secondary compounds, medicinal plants
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INTRODUCAO

Costus spicatus (Jacq.) Sw. é uma espécie herbdcea com distribuicdo
neotropical pertencente a familia Costaceae (Specht et al., 2001; Specht &
Stevenson, 2006; A.P.G lll, 2009). Trata-se de uma planta perene, cespitosa, cuja
parte aérea pode atingir 1,0 a 2,0 m de altura, ocorrem principalmente, na Mata
Atlantica e regido Amazoénica (Lorenzi & Matos, 2008). As folhas sao dispostas em
espiral com prolongamento invaginante na base formando ligula, com inflorescéncia
terminal, bracteas em espiral, densa, imbricadas, glabra, e vermelha (Maas, 1972,
Petersen, 1890).

Em virtude da semelhanca quanto a morfologia e aplicacbes, as
denominacbes populares de representantes do género Costus s&do: cana-mansa,
canarana, cana-de-macaco, pobre-velho e cana-do-brejo (Borras, 2003; Lorenzi &
Matos, 2008). Costus spiralis Rosc. e Costus spicatus (Jacq.) Sw. sdo conhecidas
por apresentarem as mesmas utilizagdes na medicina tradicional (Gasparri, 2005).

Na medicina popular brasileira, o cha de C. spicatus € utilizado com fins
depurativos, adstringentes e diuréticos (Boorhem et al., 1999; Borras, 2003).
Boorhem et al. (1999) descrevem que a decoccédo das partes vegetativas da espécie
atuam no tratamento de irritagcdes vaginais, leucorréias e Ulceras. O suco do caule
fresco diluido é eficaz no tratamento de gonorréia, sifilis, nefrite, picada de insetos,
problemas de bexiga e diabetes (Albuquerque, 1989; Borras, 2003). As folhas
podem ser combinadas com Bonamia ferruginea (Choisy) Hallier f. (cip6-tuira) em
forma de combinacgbes (garrafadas) no tratamento da malaria, hepatite e diabetes
(Silva, 2004).

Experimentos realizados por Silveira et al. (2010) comprovaram a eficacia do
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extrato metanolico, nas variacdes de niveis de glicose no sangue. O uso do cha néo
foi efetivo em diminuir a progressividade da diabetes mellitus (Keller et al., 2009)
porém quando o cha foi testado em ratos a acéo foi efetiva para o tratamento de
Herpes zoster (Pinna et al., 2008). Os glicosideos flavonicos presentes nas folhas de
C. spicatus séo indicadores de potencialidades inibidoras na producdo de Oxido
nitrico com possiveis atividades anti-inflamatoérias (Gasparri, 2005; Silva et al., 2000).

As descricbes anatdbmicas realizadas Specht & Stevenson (2006) para as
familias Costaceae e Zingiberaceae indicam diferencas estruturais de carater
diagnoéstico para ambas as familias. No entanto, as informac¢des ainda ndo sao
suficientes para elucidar potencialidades individuais de cada parte vegetativa. Este
estudo fornece informacdes adicionais quanto a estrutura permitindo a compreensao
dos aspectos anatdbmicos relacionados a taxonomia, composicdo quimica, defesa
contra patégenos e fisiologia da espécie.

Este trabalho teve como objetivo identificar anatomicamente as principais
estruturas dos orgaos vegetativos de C. spicatus, verificando principais classes de
metabdlitos secundarios presentes nos tecidos, por meio da abordagem
histoquimica e fitoquimica (prospecc¢édo) dando subsidios a estudos taxonémicos,

agrondmicos, fisiolégicos e farmacoldgicos referente a familia.
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MATERIAL E METODOS

O material botanico foi coletado no Campus Setor Sul da Universidade
Federal do Amazonas. Foram selecionados e coletados 60 individuos adultos (10
individuos para estudo anatébmico e 50 individuos para avaliacao fitoquimica). A
exsicata encontra-se inserida no acervo do Herbario HUAM da Universidade Federal

do Amazonas — UFAM sob numero de registro 8288.

Microscopia de luz

Para o estudo anatémico foram utilizados 10 individuos sendo retiradas cinco
amostras de partes vegetativas das folhas, caules, raizes; sendo fixadas em FAA 70
(Formaldeido, acido acético glacial, alcool etilico a 70%), conservadas em alcool
etilico (70%), desidratadas em séries etilicas (70 — 100%) e infiltradas em metacrilato
(Historesin, Leica). Em micrétomo rotativo, os blocos foram seccionados (5 a 10 um
de espessura) e as seccOes foram coradas em azul de toluidina tampéao citrato, pH
4,0 (O'Brien & McCully, 1981), sendo montadas em resina sintética (Permount-
Fisher).

Na preparacdo de laminas semipermanentes foram utilizadas partes
vegetativas seccionados transversalmente a mao livre, clarificadas com solucéo
comercial de hipoclorito de sédio a 20%, coradas com azul de astra e fucsina e
montadas em glicerina. Na dissociacdo da epiderme, foram retiradas secc¢des do
apice, bordo e base das laminas foliares sendo submetidas a solucao de hipoclorito
de sddio em diferentes concentragdes (70-100%) durante quatro dias. Em seguida,
foram lavadas em &lcool etilico, posteriormente coradas com solu¢do aquosa azul de

astra e safranina 1% e montadas em glicerina (Kraus & Arduin, 1997).
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A contagem dos estdbmatos e tricomas foi efetuada em 30 campos por folha,
tomados aleatoriamente, para as duas faces da epiderme (abaxial e adaxial),
utilizando-se microscopio 6ptico Carl Zeiss (aumento de 400x). A classificacdo dos
tricomas foi feita com base em Theobald (1979).

Para os testes histoquimicos, seccfes das partes vegetativas do material
fresco que nao foram submetidos a reagentes foram fotografadas, a fim de
documentar a coloracdo original dos tecidos analisados (branco). Seccfes controle
foram realizadas simultaneamente, de acordo com a metodologia descrita nos

protocolos. As classes de metabdlitos investigadas encontram-se descritas na

Tabela 1.

Tabela 1 Testes histoquimicos aplicados em amostras frescas do material.

GRUPOS DE ~
METABOLITOS COLORACAO REAGENTES/AUTORES
. . . Sudan IV
Lipideos Lipideos totais vermelha (Gerlach, 1984)
Compostos fendlicos verde. pirpura. azul. nearo Cloreto Férrico lll
gerais » purpura, » Neg (Johansen, 1940)
Compostos Taninos vermelha Vanilina Cloridrica
Fendlicos (Mace e Howell, 1974)
Lignina vermelha Floroglucinol
9 (Johansen, 1940)
. . Reagente de Drangendorff
Alcaloides Alcaloides castanho-avermelhado (Costa, 1982).
. Lugol
Polissacarideos Amido Roxa (Jensen, 1962)
Neutros Pectinas e azul turqueza Azul de Metileno
mucilagens q (Salatino & Silva, 1975)
Proteinas Proteinas Estruturais laranja Xilidine Ponceau

(O’Brien & McCully, 1981)

Oleos essenciais e

Terpendides . .
6leo-resinas

azul (esséncia), vermelha
(resina), violeta
(esséncia+resina)

Reagente de Nadi
(David e Carde, 1964)

Cristal de oxalato de

Cristais i
calcio

transparente

solugéo de acido cloridrico
10 %
(Jensen, 1962)
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Eletromicrografia de varredura (MEV)

Para a obtencdo das eletromicrografias de varredura, seccdes fixadas em
FAA 70% por 48 horas e pos-fixadas em tetroxido de Osmio a 1% foram
desidratadas em série etilica crescente de acordo com Johansen (1940),
processadas em secador de ponto critico de CO,, aderidas em suportes metalicos
através de fita de carbono dupla face e metalizadas com camada de ouro de
aproximadamente 20 nm de espessura por 150 segundos em corrente de 25 mA. A
observacdo e a obtencdo de imagens foram realizadas no Laboratorio de
Microscopia do Museu Paraense Emilio Goeldi (Belém), em microscépio eletrénico
de varredura LEO modelo 1450 VP, com aceleracao de voltagem de 15 kV, sendo

as escalas micrométricas projetadas nas mesmas condi¢des Opticas.

Fitoquimica

A triagem fitoquimica das partes vegetativas de C. spicatus foi realizada
segundo a metodologia de Matos (1988). Para avaliacado do extrato aquoso, 40g
de material vegetal moido foi pesado, procedeu-se a extragdo com agua e, em
seguida foi levado ao banho-maria por 1 hora a 70°C. Posteriormente foi filtrado,
sendo o volume completado para 200 mL com o liquido extrator. O extrato
aquoso foi submetido a testes para antocianinas, heterosideos saponinicos,
heterosideos cianogenéticos, taninos, amido, grupos de acidos fixos e acidos
volateis.

Para a preparacao do extrato alcoodlico procedeu-se com a pesagem das

serragens diluidas em etanol (PA), sendo submetidas ao processo de
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maceracdo a frio em seguida filtrada. As solucbes foram levadas ao
rotaevaporador, sendo posteriormente congeladas e liofilizadas. Os extratos
etandlicos proporcionaram reacdes quimicas de caracterizacdo (precipitacdo e
coloracdo) de flavondides, taninos, alcaloides, antraquinonas, saponinas,

heterosideos quando submetidas a reagentes especificos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Descri¢cdo Morfologica
Costus spicatus apresenta folhas elipticas dispostas em espiral no caule, com
inflorescéncia em espigas estrobiliformes de bracteas vermelhas e flores amarelas

(Figuras 1 e 2).

4cm

Figura 1. Inflorescéncia de Costus spicatus (Jacq.)
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Folha

A epiderme foliar em vista frontal apresenta células com paredes retas
levemente onduladas com formato hexagonal (Figura 3). Os tricomas sédo do tipo
tectores filamentosos simples, sem ramificacdes (Figura 4), ocorrendo huma meédia
de 13,47 mm? na face adaxial e 43,83 mm? na face abaxial. De acordo com
Tomlinson (1956; 1962) a morfologia dos tricomas, unisseriados, ndo ramificados,
trata-se de uma caracteristica distintiva entre Costaceae e Zingiberaceae.

O complexo estomatico € formado por um par de células guardas, um par de
células subsidiarias paralelas, e nas extremidades, duas outras células subsidiarias
perpendiculares, constituindo estdmatos tetraciticos (Figura 3). Este padrdo de
arranjo estomatico também foi descrito em Costus spirales por Oliveira et al. (1986)
e em Costus spicatus (Paes et al., 2009). A folha é anfi-hipoestomética com média
de estématos de 37,9 est.mm? na face adaxial e de 50,17 est.mm 2 na face abaxial.

Seccoes transversais da folha evidenciam epiderme uniestratificada, revestida
por cuticula em ambas as faces sendo mais espessa na abaxial. Sob a epiderme ha
presenca de hipoderme em ambas as faces sendo constituida de duas camadas de
células arredondadas com paredes delgadas (Figuras 5 e 6).

As células da hipoderme séo ricas em cristais de oxalato de calcio (Figuras 7
e 9), corroborando os registros de Oliveira et al. (1986) para C. spiralis. Os cristais,
geralmente, encontram-se distribuidos entre todos os niveis taxondmicos dos
organismos fotossintéticos. O acumulo de cristais nos vegetais, possivelmente,
apresenta um aumento na capacidade de regulacdo do calcio (Ca) e atua na
protecdo contra herbivoria (Franceschi & Nakata, 2005). As células subepidérmicas
de C.spicatus freqlentemente sdo interrompidas pelas camaras subestomaticas

(Figura 8). Na regido da nervura mediana este tecido pode sofrer variagdes quanto
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ao numero de células, em virtude do seu formato cbncavo-convexo (Figura 5).
Specht & Stevenson (2006) afirmaram que a variacdo no numero de células da
hipoderme tem um carater distintivo para Costaceae, pois na familia Zingiberaceae,
este tecido se apresenta ausente ou possui apenas uma camada simples.

O mesofilo apresenta organizacdo dorsiventral com parénquima palicadico
constituido de uma a duas camadas de células alongadas e justapostas. Nesta
regido, € observada grande quantidade de cristais e auséncia de meatos, resultando
no aspecto denso. O parénquima lacunoso € constituido por cerca de duas a trés
camadas de células isodiamétricas (Figura 6, 7 e 11).

Os feixes vasculares sao bicolaterais, envolvidos por calotas de fibras
esclerenquimaticas, dispostas externamente ao xilema e ao floema (Figura 9). Os
testes histoquimicos indicaram a presenca de alcaloides e compostos fenélicos em

células que compdem o mesofilo (Figura 10 e 11), respectivamente.
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Figuras 3 -11. Costus spicatus (Jacq.) Sw. 3. Epiderme em vista frontal, estématos (est) em
(MEV). 4. Corte transversal da lamina foliar com tricomas tectores (MEV). 5-11. Seccbes
transversais da lamina foliar de Costus spicatus. 5. Nervura mediana com feixe vascular
central (fvc) e hipoderme (hip). Epiderme adaxial (ead). Epiderme abaxial (eab). 6. Mesofilo;
parénquima palicadico (pp) e lacunoso (pl). 7. Cristais de oxalato de célcio (cr). 8. Camara
subestomatica (cs). 9. Feixe vascular central: xilema (xI), floema (fl) e calotas de fibras de
esclerénquima (es), colénquima (co). 10. Alcaldides em regibes proximo aos feixes
vasculares. 11. Compostos fendlicos na regidao do mesofilo. Barras= 170 ym (3 e 4), 100 pm
(6,7, 8,10,11), 5 ym (5), 200 pm (9).
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Caule

O caule aéreo em corte transversal possui uma haste central envolvida por
duas a trés bainhas foliares. Cada bainha apresenta a mesma estrutura da lamina
foliar (Figura 12 e 14).

Sob as bainhas foliares, a haste caulinar apresenta uma epiderme
uniestratificada com células ligeiramente retangulares revestidas por -cuticula
delgada (Figuras 14 e 15). O cOrtex € constituido por um parénquima clorofiliano
formado por duas a quatro camadas de células. A endoderme ¢€ distinta, delimitando
a regido cortical, evidenciada pelas estrias de Caspary (Figura 15 e 16). Appezzato-
da-Gléria & Carmello-Guerreiro (2006) afirmam que o cortex e a medula sdo muitas
vezes continuos em monocotiledéneas, mas sugerem que pode haver uma
delimitacdo interna pela presenca de camada endodérmica ou ocorréncia de feixes
vasculares.

O periciclo é composto por duas a trés fileiras de células, com paredes
espessadas e lignificadas coradas de rosa pelo floroglucinol (Figura 21), de tamanho
reduzido que envolve os tecidos vasculares (Figura 15). Menezes et al. (2005)
afirmaram que o periciclo aparece sempre adjacente ao coértex, onde endoderme e
periciclo constituem o meristema de espessamento primario. Para Silva (2009),
ambos os tecidos sdo responsaveis pelo espessamento do corpo primario das
monocotileddneas.

O tecido vascular é colateral com distribuicdo de feixes na regido medular,
determinando a classificacdo do tipo atactostélica (Figura 17). As reacoes
histoquimicas indicam que nas células parenquimaticas que compdem o tecido do

cortex, ha reservas de compostos fenolicos (Figura 18), alcaloides (Figura 19) e nas
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células que compdem o cilindro vascular as reservas sdo de mucilagem (Figura 20)

e de amido (Figura 22).
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Figuras 12-14. Eletromicrografia de varredura de sec¢fes transversais do caule de Costus spicatus
(Jacg.) Sw. 12. Cilindro vascular (cv) e cortex (ct). 13. Feixes vasculares na regido medular (fv) 14.

Detalhe das bainhas foliares (bf).
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Figuras 15-22. Costus spicatus (Jacg.) Sw. 15. Seccdes transversais da haste: cortex (ct): epiderme
(ep), endoderme (end), periciclo (pr). 16. Secc¢éo longitudinal da haste evidenciando estrias de Caspary
(ec) na endoderme. 17-22. SeccOes transversais da haste: 17. Visdo geral da haste 18. Compostos
fenolicos em células da regido cortical. 19. Células do cértex e cilindro vascular (cv) contendo
alcaldides. 20. Células do cilindro vascular contendo mucilagem (mu). 21. Bainha periciclica lignificada
(es). 22. Parénquima medular com amido (am). Barras= 5 pm (17), 100 um (15, 18, 19, 20, 21, 22), 200
pum (16).
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Rizoma

O rizoma (caule subterraneo) € revestido por uma epiderme uniestratificada
suberizada (Figura 23). A regido cortical é formada por células parenquimaticas que
apresentam formato isodiamétrico. A regido medular é delimitada pelas estrias de
Caspary que se dispdem lateralmente aos feixes vasculares (Figura 24). As células
parenquimaticas que constituem a regido central do cilindro vascular tém formato
arredondado com variagdes no tamanho, sendo portadoras de inimeros gréos de
amido (Figura 25 e 26). Segundo Tomlinson (1956) tanto em Costaceae como

Zingiberaceae a presenca amido € intensa neste 6rgao.

Raiz

A raiz de C. spicatus, evidencia epiderme uniestratificada constituida por
células de formato poligonal, revestida por pelos radiculares (Figura 27). Adjacente,
esta localizada a exoderme composta de uma Unica camada de células, em seguida
ocorrem 3 a 6 camadas de células, com paredes espessadas e suberificadas
constituindo o suber estratificado (Figura 28).

Na regido cortical, ha espacos intercelulares que variam na forma e tamanho
(Figura 28). Segundo Oliveira et al. (1986) estes espacgos constituem meatos que
resultam em grandes camaras internas. A endoderme € unisseriada com as estrias
de Caspary evidentes, apresentando deposicédo de lignina num arranjo em formato
de “U”. O periciclo consiste em uma camada unisseriada de células com paredes
delgadas de formato retangular, situado internamente a endoderme, responsaveis
pela formacao das raizes laterais (Figura 27 e 29).

O tecido vascular esta organizado na forma de um arco com cerca de 10

polos de protoxilema classificada como poliarca. Os cordfes de floema alternam-se
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com o xilema. A medula é formada por parénquima com células de paredes
espessadas e lignificadas coradas de rosa com fluroglucinol (Figura 29). As células
parenquimaticas do cortex e da medula reagiram aos testes histoquimicos
evidenciando a presenca de amido (Figura 30), proteina estrutural (Figura 31) e

mucilagem (Figura 32).



Figuras 23-32. Costus spicatus (Jacq.) Sw. 23-25. Secc¢des transversais do rizoma. 23.
Epiderme rizoma (branco), suber (su). 24. Endoderme e Estrias de Caspary (ec). 25. Feixes
vasculares (fv). 26. Idioblastos amiliferos (am). 27-32. Seccdes transversais da raiz. 27.
Viséo geral da raiz: pélos radiculares (pr), cortex (ct), cilindro vascular (cv). 28. Detalhe da
exoderme (ex), meatos (me), stber (su). 29. Cilindro vascular (cv): endoderme (end), Estrias
de Caspary (ec). 30. Distribuicdo de amido nas células cilindro vascular e cértex. 31.
Proteinas estruturais no cilindro vascular. 32. Células do cilindro vascular (cv) e do cértex
coradas em azul intenso indicando mucilagem. Barras = 100 ym (23, 24, 25, 27, 28, 29). 200
pm (31), 5 um (26, 30, 32).

39
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Prospeccao fitoquimica

O extrato aquoso e etandlico dos 6rgdos vegetativos de C. spicatus
apresentaram diferentes classes de substancias, tais como polifendis, saponinas e
heterosideos em todos os Orgdos vegetativos da espécie (Tabela 2), resultados

estes também observado por Pinna et al. (2008).

Tabela 2. Compostos secundarios encontrado no extrato etanolico e aquoso de
orgdos de subterrAneos (raiz+rizoma) e aéreos (caule e folhas) de C. spicatus
(Jacq.) Sw.

Classes de Substancias Extrato Aquoso Extrato Etandlico
raiz caule folha raiz caule folha
Fenois NR NR NR + + +
Taninos - + + - - +
Antocianinas e Antocianidinas NR NR NR - - -
Chalcona e aurona* NR NR NR - - -
Flavonas* NR NR NR + + -
Leucoantocianidina* NR NR NR + + +
Catequina* NR NR NR - - +
Flavonas, flavonéis e xantonas*  NR NR NR - + +
Saponina NR NR NR + + +
Alcaloides NR NR NR - + +
Heterosideos saponinicos + + + NR NR NR
Heterosideos cianogénicos + + + NR NR NR
Acidos volateis + + + NR NR NR
Heterosideos antocianicos* - - - NR NR NR

(+) = presenca de substancia (-) = auséncia de substancia. NR: ndo realizados. *flavondides.

De uma forma geral, as substancias evidenciadas no extrato etandlico e
aguoso sdo pertecentes aos polifendis representados pelos fendis, taninos,
flavondides (flavonas, xantonas, auronas etc.). Segundo Kaufman et al. (1998),

estas substancias constituem um importante papel ecolégico como estratégias de
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defesa contra herbivoria e como estratégias reprodutivas das plantas. Os
flavonoides presentes em C. spicatus (Tabela 2), também foram observados em
folnas de 81 espécies da Ordem Zingiberales por Willians & Harborne (1977) e
glicosideos flavonicos isolados de folhas de C. spicatus por Silva et al. (2000).

Heterosidios cianogénicos foram detectados no extrato aquoso de todas as
partes vegetativas de C. spicatus. De acordo com Gleason (2011), a presenca de
tais substancias € um indicativo que ha liberacdo de acido cianogénico, sendo
produzidas por varios tecidos de plantas, porém mais frequentes em sementes. Para
Kaufman et al. (1998) sdo compostos utilizados como defesa quimica.

Segundo Verpoorte & Memelink (2002), o produto do metabolismo
secundario desempenha multiplas funcdes no ciclo de vida da planta com multiplas
acles, sendo classificadas como mediadoras nas interacdes planta e inseto, planta
e micro-organismo e nas interacdes planta e planta (Dixon, 2001).

Os resultados obtidos neste estudo possibilitam a compreensdo dos arranjos
celulares e suas reservas, fornecendo a distribuicdo das principais classes de
substancias nas partes vegetativas de C. spicatus constituindo direcionamento a
estudos quimicos, agrondmicos e fisiologicos.

As substancias evidenciadas indicam possiveis aplicagcbes no controle
biolégico e corroboram as informacgfes ja relatadas pelo conhecimento tradicional
quanto as potencialidades da espécie.

Os resultados ampliam o conhecimento sobre a familia Costaceae,
fornecendo subsidios a estudos taxonémicos e podem auxiliar no entendimento das

relacdes entre as familias da Ordem Zingiberales.
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CAPITULO II: Aspectos estruturais, histoquimicos e fitoquimicos de
orgéaos vegetativos de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl
(Verbenaceae)
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Aspectos estruturais, histoquimicos e fitoquimicos de 6rgaos vegetativos de

Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl (Verbenaceae)

RESUMO: Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl é uma planta de ocorréncia
natural na regido amazonica com aplicacdes na medicina popular para tratamento
de doencas como malaria, diabetes, gripe e inflamacdes de forma geral. O objetivo
deste trabalho foi identificar aspectos estruturais das partes vegetativas (folha, caule,
raiz) associados a triagem fitoquimica, visando ampliar as informac@es referentes a
espécie e contribuir para estudo taxondémico, agrondémico, fisiolégico e
farmacoldgico. As analises anatdbmicas por meio da microscopia Optica e de
varredura evidenciaram folhas anfi-hipoestométicas com estdmatos diaciticos e
anomociticos. Na superficie foliar estdo presentes tricomas (glandulares e tectores).
O mesofilo é dorsiventral. O caule apresenta tecido vascular formando um cilindro
completo e as raizes sao do tipo protostélico. Os testes histoquimicos indicaram a
presenca de proteinas estruturais, terpendides, alcaloides, mucilagens,
principalmente no caule. A prospeccao fitoquimica dos extratos etandlicos e aquoso
revelou a presenca de saponinas, taninos, alcaloides, compostos fendlicos e

heterosideos cianogénicos.

Palavras-chave: glicosideos, flavondides, anatomia, gervao
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ABSTRACT: Structural, histochemical, phytochemicals aspects of the
vegetative organs of Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl (Verbenaceae).
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl is a naturally occurring plant in the Amazon
region with applications in folk medicine to treat diseases such as malaria, diabetes,
flu and inflammation in general. The objective of this study was to identify structural
features of the vegetative parts (leaf, stem, root) associated with the phytochemical
screening aimed at increasing the information about the species in order to contribute
to taxonomic studies, agronomic, physiological and pharmacological. The anatomical
analysis by optical microscopy and scanning showed amphihypostomatic leaf with
diacytic stomata and anomocytic. Trichomes glandular and tector are present on the
leaf surface and extrafloral nectaries. The mesophyll is dorsiventral. The stem
presents vascular tissue forming a complete cylinder and the roots are of type
protostélico. The histochemical tests indicated the presence of structural proteins,
terpenoids, alkaloids, mucilage, mainly in the stem. A phytochemical survey of
agueous and ethanol extracts revealed the presence of saponins, tannins, alkaloids

and flavonoids, cyanogenic heterosides.

Keywords: glycosides, flavonoids, anatomy, gervao
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INTRODUCAO

7

A familia Verbenaceae €& composta por arvores, arbustos e ervas com
aproximadamente 35 géneros e 1150 espécies (Mabberley, 2008). Apresenta
distribuicdo pantropical, ocorrendo principalmente nos neotrépicos (Santos et al.,
2009). S&o consideradas aromaticas com espécies empregadas na medicina
popular (Souza & Lorenzi, 2008).

Entre as verbenaceas, Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl com
ocorréncia natural na América Tropical, Australia, Havai e india (Borras, 2003;
Lorenzi & Matos, 2008) destaca-se por suas aplicagdes terapéuticas. E uma planta
tipica de areas secas (Dias-Filho et al., 1995) sendo consideradas “planta daninha”
guando ocorrentes em locais ndo desejados (Lorenzi & Matos, 2008). De acordo
com Caribé & Campos (1991), trata-se de uma infestante de pastagens e areas de
cultivo.

No Brasil, € denominada com varios nomes populares tais como: gervao-azul,
rinchdo, gervao, gervao-roxo, gervao- do-campo, gervao- legitimo, falsa-verbena,
erva-gervao, aguaraponda, mocotd, verbena-falsa, cha-do-brasil, ervao, orgibao,
uregao, verbena (Lorenzi & Matos, 2008; Borras, 2003).

As aplicacbes de uso popular indicam acdes antidiarréicas, hepatopatias,
nevralgia, antihemorragicas, aperiente, ciatica, antirreumatico, Ulceras e dores de
dentes (Salgueiro, 2004) antitlceras e anti-inflamatérias (Jesus, 2009), malaria,
febre e gripe (Alves et al., 2008).

Os registros cientificos indicam inUmeras propriedades, dentre elas: potencial
inibitorio da secrecédo de acido gastrico no piloro de ratos com uso de extrato aquoso
(Mesia-Vela et al., 2004), a atividade antimalarica do extrato etandlico contra

Plasmodium berghei (Okokon et al., 2008), a atividade anti-inflamatoria e



51

antiulcerogénica (Penido et al., 2006), a acdo antibacteriana in vitro sobre cepas de
Staphylococcus aureus (Silveira et al., 2007), a atividade antileishmania do extrato
hidroalcoodlico (Moreira et al., 2007), potencial no tratamento de hipercolesterol e
obesidade atuando na reducdo de riscos de acidentes vasculares (Ikewuchi et al.,
2008), atividade antioxidante do acido betunilico e do extrato verbascosideo das
raizes (Souza et al., 2010).

Apesar da ampla utilizacdo da espécie para fins fitoterapéuticos, poucos sao
os estudos voltados para seus aspectos estruturais. Considerando a anatomia como
um dos parametros essenciais para a compreensdo dos mecanimos fisiolégicos de
uma espécie, realizou-se a identificacdo de estruturas anatdbmicas associadas a
histoquimica e a prospeccéo fitoquimica de S. cayennensis, a fim de contribuir com
informacgdes quanto a producao e acumulo de substancias que possam ser utilizadas

com fins agronémicos, fisioldgicos e farmacolégicos.
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MATERIAL E METODOS

O material boténico foi coletado no Campus Setor Sul da Universidade
Federal do Amazonas. Foram selecionados e coletados 60 individuos adultos (10
individuos para estudo anatdomico e 50 individuos para avaliacdo fitoquimica),
localizados em area floresta, especificamente as margens do fragmento vegetal. A
exsicata encontra-se inserida no acervo do Herbario HUAM da Universidade Federal

do Amazonas — UFAM sob numero de registro 8287.

Microscopia de luz

Para o estudo anatémico foram utilizados 10 individuos sendo retirados cinco
amostras de partes vegetativas (folhas, caules, raizes) sendo fixadas em FAA 70
(formaldeido, acido acético glacial, alcool etilico a 70%), conservadas em alcool
etilico (70%), desidratadas em série etilica (70-100%) e infiltradas em metacrilato
(Historesin, Leica). Em micrétomo rotativo os blocos foram seccionados (5 a 10 pm
de espessura) e as secc¢Oes foram coradas em azul de toluidina tampéao citrato, pH
4,0 (O'Brien & McCully, 1981), sendo montadas em resina sintética (Permount-
Fisher).

Na preparagdo de laminas semipermanentes foram utilizadas partes
vegetativas seccionadas transversalmente a mao livre, clarificadas com solugéo
comercial de hipoclorito de sédio a 20%, coradas com azul de astra e fuccina e
montadas em glicerina. Na dissociacdo da epiderme, foram retiradas secc¢des do
apice, bordo e base da lamina foliar e submetidas a solu¢do de hipoclorito de sodio
em diferentes concentragdes (70-100%) durante quatro dias. Em seguida, foram
lavadas em alcool etilico, posteriormente coradas com solucdo aquosa azul de astra

e safranina 1%, e montadas em glicerina (Kraus & Arduin, 1997). A contagem dos
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estdbmatos e tricomas foi efetuada em 30 campos por folha, tomados aleatoriamente,
para as duas faces da epiderme (abaxial e adaxial), utilizando-se microscopio optico
Carl Zeiss (aumento de 400x). A classificacdo dos tricomas foi feita com base em
Theobald (1979). As imagens foram obtidas com auxilio do microscopio Optico
Axioskop com camara MC 80.

Para os testes histoquimicos, seccdes das partes vegetativas do material
fresco que ndo foram submetidos a reagentes foram fotografados a fim de
documentar a coloracdo original dos tecidos analisados (branco). Seccfes controle
foram realizadas simultaneamente, de acordo com a metodologia descrita nos
protocolos. As classes de metabdlitos investigadas encontram-se descritas na

Tabela 1.



Tabela 1. Testes histoquimicos aplicados em amostras frescas de 0rgaos
vegetativos de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl
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SMe itjr?gg:%i Cor Reagentes/autores
- . Sudan IV
Lipideos Lipideos totais vermelha (Gerlach, 1984)
Compostos verde pirpura. azul. nearo Cloreto Férrico Il
fendlicos gerais » purpura, » Neg (Johansen, 1940)
Compostos Taninos vermelha Vanilina Cloridrica
Fendlicos (Mace & Howell, 1974)
_ Floroglucinol
Lignina vermelha (Johansen, 1940)
_ . i Wagner
Alcaloides Alcaloides castanho-avermelhado Furr & Mahlberg, 1981
. Lugol
Amido roxa (Jensen, 1962)
Mucilagens azul turqueza Azul de Metileno

Polissacarideos

(Salatino & Silva, 1975)

Polissacarideos

Acido periddico/reagente de

Schiff — PAS (Mcmanus

gerais azul 1948)
Aclcares verde (monossacarideos) Reagente de Fehling
redutores(glucose, ) .
vervelho (dissacarideos) (Sass, 1951)
fructose)
i Proteinas larania Xilidine Ponceau
Proteinas Estruturais I (O’Brien & McCully, 1981)

Terpendides

Oleos essenciais e
6leo-resinas

azul (esséncia),
vermelha (resina),
violeta (esséncia+resina)

Reagente de Nadi
(David & Carde, 1964)

Grupo carbonila

vemelho alaranjado

2-4-dinitrofenilhidrazina
(Ganter & Jollés, 1969)

Eletromicrografia de varredura (MEV)

Para a obtencdo das eletromicrografias de varredura, seccdes fixadas em

FAA 70% por 48 horas, pés-fixadas em tetroxido de ésmio a 1% foram desidratadas

em série etilica crescente de acordo com Johansen (1940), processadas em secador

de ponto critico de CO,, aderidas em suportes metalicos atraves de fita de carbono

dupla face e metalizadas com camada de ouro de aproximadamente 20 nm de

espessura por 150 segundos em corrente de 25 mA. A observacao e a captacao de

imagens foram realizadas no Laboratorio de Microscopia do Museu Paraense Emilio
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Goeldi (Belém - PA), em microscopio eletronico de varredura LEO modelo 1450 VP,
com aceleracdo de voltagem de 15 KV, sendo as escalas micrométricas projetadas

nas mesmas condic¢des opticas.

Fitoquimica

Para a triagem fitoquimica foram utilizados 50 individuos de S.
cayennensis, sendo processadas partes vegetativas (folhas, caules e raizes)
segundo a metodologia de Matos (1988). Para avaliacdo do extrato aquoso, 40g
do material vegetal moido foi pesado, depois realizou-se a extracdo aquosa. Em
seguida, a solucao foi levada ao banho-maria por 1 hora a 70°C, posteriormente
fitrada e o volume completado para 200 mL com o liquido extrator. O extrato
aquoso foi submetido a testes para antocianinas, heterosideos saponinicos,
heterosideos cianogenéticos, taninos, amido, grupos de &cidos fixos e acidos
volateis.

Para a preparacdo do extrato alcodlico procedeu-se com a pesagem das
serragens diluidas em solugdo etanol, sendo submetidas ao processo de
maceracao a frio em seguida filtrada. As solucdes foram levadas ao rota-
evaporador, sendo posteriormente congeladas e liofilizadas. Os extratos
etandlicos proporcionaram reac¢des quimicas de caracterizacdo (precipitacao e
coloragdo) de flavondides, taninos, alcaloides, antraquinonas, saponinas e

heterosideos quando submetidas a reagentes especificos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl é um subarbusto bastante
ramificado com 70 a 100 cm de altura, as folhas séo simples com 4pice agudo, base
decurrente e bordo denteado, e as inflorescéncias sédo terminais em forma de espiga

(Figuras 1 e 2).

Figura 1. Vis&o geral de Stachytarpheta cayennensis (Rich.)
Vahl, destacando a infloréscencia.
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Figura 2. llustracdo das partes vegetativas e reprodutivas de Stachytarpheta

cayennensis (Rich.) Vahl. Rp: Raiz primaria, If: inflorescéncia, ne. Nectarios

extraflorais.
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Folha

A lamina foliar é revestida por tricomas tectores (Figuras 3 e 4) e glandulares
(Figuras 5 a 12) em ambas as faces, e somente na face abaxial (regido basal) foram
encontrados nectarios extraflorais (Figura 13).

Quanto a morfologia os tricomas tectores podem ser: unicelulares com apice
agudo e base alargada (Figura 5) ou pluricelular, filiforme, unisseriados, conicos,
constituidos de 2 a 8 células com apice agudo (Figura 6). Estes tricomas ocorrem
em média de 10,93 tric.mm? na face adaxial e em média de 9,9 tric.mm? na face
abaxial.

Os tricomas glandulares sdo mais frequentes que os tectores séo captados e
foram classificados em quatro subtipos. O tipo | € séssil, apresenta uma célula basal
e uma cabeca secretora (Figura 7). O tipo Il é composto por uma célula basal,
pedicelo curto unicelular, uma célula colar e cabeca secretora unicelular ou bicelular
(Figuras 8, 9 e 10). O tipo Ill apresenta célula basal, pedicelo longo unicelular, célula
colar e cabeca secretora unicelular ou bicelular (Figura 11). O tipo IV apresenta
célula basal, pedicelo filiforme, cabeca secretora unicelular quadrangular, com apice
agudo (Figura 12). Os testes histoquimicos indicaram lipideos nos tricomas tipo Il;
mucilagens nos tricomas do tipo lll; e alcaloides no tipo IV. As variagbes
morfolégicas dos tricomas glandulares capitados reportam a observacbes ja
realizadas em Lippia, Verbena e Citharexylum (Metcalfe & Chalk, 1972); Lantana
camara L. (Passos et al., 2009), Lippia scaberrima Sond. (Combrinck et al., 2007).
Os tricomas glandulares ocorrem em média de 14,73 tric mm? na face adaxial e

12,05 tric. mm? na face abaxial.
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Quanto a localizacédo dos tricomas glandulares apresentam-se distribuidos
principalmente na face abaxial. De acordo com Passos et al. (2009) trata-se de uma
estratégia das plantas aroméaticas quando encontram-se em ambientes ensolarados,

como forma de reter por mais tempo as secrec¢des dentro da planta.
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Figuras 3-12. Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. 3-4 Vista frontal das epidermes foliares
(MEV), tricoma tector (tt), tricoma glandular (tg). 5-12. Seccdes transversais da lamina foliar. 5.
Tricoma tector unicelular. 6. Tricoma tector pluricelular filiforme. 7. Tricoma glandular tipo |
evidenciando alcaloides na cabeca secretora. 8. Tricoma com reserva de lipideos evidenciado
pelo sudan IV. 8-10. Tricomas glandulares tipo Il. 11. Tricoma glandular tipo Il evidenciando
mucilagem pela reagdo com o azul de metileno. 12. Tricoma glandular tipo IV, com reagao
positiva para alcaloide na regido apical (cabeca secretora). Barras= 100 um (5, 6, 7, 8, 9, 11, 12).
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Particularmente na regido basal da face abaxial da lamina foliar podem ser
observados nectéarios extraflorais cuja morfologia em vista frontal € circular com
borda proeminente e depressao central. Em corte transversal apresentam forma de
taca com trés regides distintas: apical, intermediaria e basal. A regido apical é
constituida por células colunares em palicada com ndcleo grande e esférico; a
regido intermdiaria € formada por uma grande célula poligonal revestida por cuticula
em toda sua extensdo, mais espessa nas paredes periclinais; a regido basal &
constituida por uma camada de células epidérmicas com citoplasma denso (Figuras
13 a 21).

Metcalfe & Chalk (1972) descrevem que tais estruturas sdo comuns a familia
Verbenaceae sendo denominada de nectarios extraflorais existentes nas superficies
foliares de Amasonia, Bailllonia, Calicarpa, Casselia, Duranta, Lampaya, Monochilus,
Rhaphithamnus e Stachytarpheta.

Os testes histoquimicos indicaram a presenca de outras substancias tais
como: lipideos (Figura 17), pectinas estruturais (Figura 18), compostos fendlicos
(Figura 19), proteinas estruturais (Figura 20) e acgucares (Figura 21).

Os resultados demonstram que 0s nectarios extraflorais de S. cayennensis
podem ter relacbes com mecanismos de defesa contra herbivoria. Estudos mais
aprofundados (ontogenia) podem elucidar a produtividade em metabdlitos
secundarios desta estrutura, nas diversas fases do desenvolvimento da folha, pois
h& relatos para as verbenaceas de variacdo quanto a composi¢cdo dos exsudados
(Machado et al., 2008; Machado & Gregorio , 2010).

Machado (1999) ao avaliar o desenvolvimento morfologico e ultraestrutural

de nectarios extraflorais de Citharexylum myrianthum Cham, observou que a
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producdo de néctar ocorre no periodo de expanséo foliar e nos demais estagios os

nectarios extraflorais assumem funcéo de glandula secretora de lipideos.

120pm
——

Figuras 13-21. Nectéario extrafloral de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. 13. Aspecto
morfoldgico do nectario em vista frontal. 14. Corte transversal evidenciando a estrutura do nectario
extrafloral em vista frontal com regido basal (rb), intermediéria, regido apical (ra). 15. Disposicao
do nectario sobre a lamina foliar (MEV). 16. Vista frontal da regido apical (MEV). 17. Vista frontal
evidenciando presenca de lipideos na regido central e palicada, deperessdo central (dc) 18.
Mucilagens estruturais e feixes vasculares duas camadas abaixo da epiderme (fv). 19. Compostos
fendlicos na regido apical. 20. Proteinas estruturais nas células colunares (cc). 21. Nectério
extrafloral com reacéo para acucares. Barras= 1mm (13), 60 ym (16); 120 ym(15), 100 uym (14, 18,
19, 20); 5 ym (17 e 21).
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Os estdbmatos de S. cayennensis sdo anomociticos e diaciticos. Metcalfe &
Chalk (1972) relatam a existéncia de mais de um tipo de estdbmato em outros
géneros da familia (Amasonia, Casselia, Baillonia). A folha € anfi-hipoestomatica
com uma média de estdmatos de 216,36 est. nm? na face abaxial e 313,46 est.mm?
na adaxial. As células epidérmicas apresentam variagcdes no tamanho e expressiva
sinuosidade nas paredes celulares principalmente na face adaxial (Figuras 22 e

23).

DT, A - v P - ‘ ’ ‘
Figuras 22-23. Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. 22. Vista frontal da epidermecom tricoma
tector filamentoso (tt). 23. Estdmato anomocitico (es). Barras= 100 ym (22 e 23)
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Seccdes transversais da lamina foliar evidenciam uma epiderme uni
estratificada (Figuras 24 e 25) com cuticula espessa (Figura 26). O mesofilo é
dorsiventral com parénquima palicadico (Figura 25) ocupando cerca de metade da
face adaxial e o parénquima lacunoso com trés a quatro camadas de células com
reservas de compostos fendlicos (Figura 27).

A nervura central possui formato convexo-convexo, o feixe vascular é
colateral organizado em arco aberto e a abertura voltada para face adaxial com um
feixe acessorio central (Figura 28).

O peciolo em corte transversal evidencia formato cdncavo-convexo com
epiderme uniestratificada coberta por tricomas tectores curtos unisseriados e
revestidos por fina cuticula. Adjacente a epiderme, o colénquima apresenta-se
constituido por 3 a 4 camadas de células com espessamento longitudinal sendo
classificado como colénquima angular. O parénquima de preenchimento é formado
por células arredondadas com variagcdo quanto ao tamanho, apresentando poucos
espacos intercelulares. O feixe vascular do peciolo mostra-se semelhante ao da

nervura central, com feixes acessorios nas laterais (Figura 29).



Figuras 24-29. Seccdes transversais da lamina foliar de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.
24. Epiderme e parénquima palicadico (branco). 25. Epidermes com tricomas tectores (tt) e
tricomas glandulares (tg) mesofilo evidenciando parénquima palicadico (pp) e lacunoso (pl). 26.
Cuticula (cut) da epiderme foliar. 27. Mesofilo com reservas de compostos fendlicos evidenciados
pelo cloreto e férrico. 28. Nervura central com feixes vasculares (fv) feixes vasculares acessorios
(fva). 29. Peciolo. Barras = 5 ym (28 e 29); 100 um (24, 25, 27); 200 ym (26).
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Caule

A epiderme caulinar é formada por uma camada de células poligonais
recobertas por cuticula delgada. Os tricomas tectores pluricelulares e glandulares
ocorrentes na superficie foliar sdo frequentes no caule (Figura 30). Os testes
histoquimicos indicaram a presenca de alcaloides nos tricomas e células
epidérmicas (Figuras 34 e 36), presenca das mucilagens (Figura 38) e terpendides
(Figura 40) nas células epidérmicas.

A regido cortical é formada por duas a trés camadas de colénquima do tipo
lamelar (Figura 31) o qual apresentou reacdo para alcaloides (Figura 36). O tecido
parenquimatico fundamental do cortex possui duas a quatro camadas de células
com reservas de amido (Figura 36), taninos (Figura 39), e terpendides (Figura 40).
Nas camadas internas do cértex sdo encotradas fibras perivasculares em forma de
ilhotas dispostas ao lado do floema (Figura 31).

O sistema vascular € continuo, formando um anel concéntrico (Figura 32).
Bierhorst (1971) descreve que secclOes transversais dos caules herbaceos
apresentaram tal distribuicdo, mas que comumente ha uma série de discretos feixes
vasculares produzidos por baixa ou discreta atividade cambial em partes vegetativas
localizadas proximas ao solo. As células que comp8em o cilindro vascular indicaram
a presenca de alcaloides (Figura 36), proteinas estruturais (Figura 37) e taninos
(Figura 39).

A regido medular é constituida por parénquima fundamental e possui células
com variagfes no tamanho, sendo as da regido central com maior didmetro (Figura

32).
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Figuras 30-40. SeccBes transversais do caule de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. 30.
Detalhes dos tricomas tectores (it) glandulares (tg) nas células epidérmicas. 31. Distribuicdo das
fibras perivasculares (fp) no cortex (ct) indicadas pela reagdo com fluroglucinol, floema (fl) e xilema
(xI). 32.Visdo geral do caule (MEV), medula (me), cortex (ct). 33. Branco (cOrtex e medula); 34
Alcaloides (al) nas células epidérmicas e nos tricomas evidenciados pelo reagente de Wagner. 35.
Alcaloides (al) nos feixes vasculares 36. Amido (am) nas células do cértex. 37 Proteinas estruturais
no floema. 38. Mucilagem nas células epidérmicas e coértex evidenciado pelo azul de metileno. 39.
Tanino (ta) nos feixes vasculares evidenciados pela vanilina cloridrica 40. Terpenoides do grupo
carbonila (tp) em células epidérmicas e no cértex (ct). Barras: 200 ym (35, 34, 37), 100 ym (30, 31,
32, 33, 36, 38, 39, 40).
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Raiz

A raiz de S. cayennensis apresenta-se em crescimento secundario sendo
constituida por suber, felogénio e feloderme, que formam a periderme (Figuras 41 e
42). O sistema vascular encontra-se disposto numa coluna central com o
parénquima axial constituido de células circulares de paredes espessas (Figura 42).
A regido medular e a periderme reagiram com o reagente de Wagner e com 0
cloreto férrico indicando respectivamente a presenca de alcaloides (Figura 43) e

compostos fenolicos (Figura 44).

Figuras 41- 44. Secc¢0Oes transversais da raiz principal de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.

41. Vista geral da raiz. 42. Branco. 43. Alcaldides na endoderme e nos raios xilematicos. 44.
Compostos fendlicos no coértex. pr=periderme, ct = coértex, me = medula, al= alcaloides, cf=
compostos fendlicos. Barras: 5 um (41 e 42), 200 um (43, 44).
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Prospeccéao Fitoquimica

O perfil fitoquimico estabelecido pela prospeccdo quimica dos 0Orgaos
vegetativos de S. cayennensis revelou a presenca de compostos fendlicos,
alcaloides, acidos volateis e saponinas, detectados principalmente na folha e no
caule (Tabela 2).

Tabela 2. Compostos secundarios encontrados no extrato etandélico e aquoso em
raizes, caules e folhas de S. cayennensis.

Classes de Substancias Extrato Aquoso Extrato Etandlico
raiz caule folha raiz caule folha

Fenobis NR NR NR - + -
Taninos - + - +
Antocianinas e Antocianidinas* NR NR NR + + +
Chalcona e aurona* NR NR NR + + +
Flavonas* NR NR NR + + +
Leucoantocianidina* NR NR NR + + +
Catequina* NR NR NR - - -
Flavonas, flavondis e xantonas* NR NR NR - - -
Saponina NR NR NR + + +
Alcaloide NR  NR NR + + +
Heterosideos Saponinicos + + - NR NR NR
Heterosideos Cianogénicos + + + NR NR NR
Acidos volateis + + + NR NR NR
Heterosideos antocianicos - - - NR NR NR

(+) = presenca de substancia (-) = auséncia de substancia (NR) néo realizado. *flavonoides

Os resultados obtidos neste trabalho dédo subsidios a estudos quimicos,
fisiolégicos e farmacoldgicos, pois permitem a compreensdo quanto a producéo das
substancias oriundas do metabolismo secundéario e como se encontram distribuidas
em diferentes partes vegetativas.

As classes de substancias encontradas neste estudo correspondem as ja
descritas para a familia Verbenaceae pela fitoquimica, no entanto ndo ha
informacdes precisas quanto a distribuicdo dos principios ativos ao longo dos

tecidos. Dentre as constatacfes j4 descritas podem ser citados: alcaloides,
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flavondides e saponinas (Aliyu et al., 2008), polamida iridéides (Rodriguez & Castro,
1996), glicosideos fenilpropandides (Rodriguez & Castro, 1996; Ferreira et al., 2001),
flavondides, cardioativos, antracenosideos, saponinas hemoliticas, taninos,
catéquicos, carotenoides, Oleos volateis, cumarinas e mucilagens (Souza et al.,
2005).

Estes componentes quimicos fundamentam as aplicacbes na medicina
popular de S. cayennensis que ha tempos vem sendo utilizada por suas acdes
terapéuticas tais como: antimalarica (Froelich et al., 2008), antiinflamatoéria e anti-
Ulcera (Penido et al., 2006), efeito leishmanicida (Moreira et al., 2007) e reducao de
hipertenséo e acidentes vasculares (Chigozie et al., 2008).

Além disso, estas substancias constituem fonte de matéria-prima para o
controle biolégico, tendo em vista a acdo das mucilagens na protecdo contra a
invasdo microbial devido dificil digestdo para os animais, possibilitando a reducéo de
herbivoria (Kaufman et al., 1999); os taninos que repelem predadores devido o sabor
impalatavel das estruturas vegetais (raizes, casca, folhas, frutos, sementes e na
seiva) diminuindo a taxa de predacédo (Monteiro et al., 2005); e 0s terpenos por sua
acao defensiva contra diferentes insetos quando presentes nas estruturas celulares
(Viegas-Junior, 2003).

Comparando-se os resultados da histoquimica com a propec¢do quimica
observou-se que o caule de S. cayennensis é 0 6rgdo que apresenta mais classes
de substancias. Dentre as substancias encontradas nos tecidos vegetais pela
histoquimica constatou-se: os compostos fendlicos e taninos, mucilagens, proteinas,
lipideos e terpendides. A prospecc¢ao quimica dos 6rgaos vegetativos convalidou as
observacbes da histoquimica indicando a presenca de classes quimicas

semelhantes em raizes, caules e folhas.
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Em suma, S. cayennesis reserva em seus tecidos, substancias que se
encontram distribuidas em diferentes 6rgéos e estruturas secretoras. As informacdes
obtidas neste estudo permitem um direcionamento para aplicacdes com fins

biotecnolégicos como de controle biologico e fitoterapicos.
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de 6rgéos vegetativos de Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King &
H.Rob. (japana) (Asteraceae)
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Aspectos estruturais, histoquimicos e fitoquimicos de érgaos vegetativos de

Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H.Rob. (japana) (Asteraceae)

RESUMO: Ayapana triplinervis variacdo branca é uma erva empregada na medicina
popular para o tratamento de problemas cardiacos, digestérios e pneumoldgicos. Em
se tratando de uma espécie que pertence a familia Asteraceae cuja produtividade
em metabdlitos secundarios € bastante representativa, pretendeu-se com este
estudo ressaltar aspectos estruturais, histoquimicos e fitoquimicos de 6érgaos
vegetativos (folha, caule, raiz) de A. triplinervis como forma de identificar aspectos
fisiolégicos de produtividade, armazenamento e localizagdo de substancias no
interior do vegetal dando subsidios a estudos de carater taxonémico, agronémicos,
fisiologicos e farmacogndstico. A avaliagdo anatdbmica evidenciou folha anfi-
hipoestomatica, com estdmatos do tipo anomocitico. Foram registrados tricomas
(glandulares e tectores) na epiderme da folha e do caule. Os tricomas glandulares
reagiram ao teste de lipideos e pectinas. O mesofilo é dorsiventral apresentando
varios corpos lipidicos. O caule € pouco lignificado e apresenta uma disposicdo de
feixes em forma de cilindro completo com medula bem desenvolvida. A raiz é
protostélica. Estruturas secretoras na forma de ductos e aerénquima foram
evidenciadas em folhas e caules respectivamente, porém sem reservas de
substancias. A histoquimica indicou a presenca de proteinas totais, terpendides,
resinas, polissacarideos, mucilagens e lipideos nos tecidos. A prospeccao quimica
com extratos etandlico e aquoso das partes vegetativas da espécie constataram a
presenca de saponinas, compostos fenolicos, flavonas, alcaldide.

Palavras-chaves: metabdlitos secundarios, plantas medicinais, fitoquimica.
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ABSTRACT: Structural and phytochemicals aspects of vegetative organs the
Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H.Rob. (japana) (Asteraceae). Ayapana
triplinervis white variation is an herb used in folk medicine for the treatment of heart,
lung and digestive problems. The Asteraceae family presents representative
productivity in secondary metabolites. The goal this study is emphasize the structural
and phytochemicals aspects of vegetative organs (leaf, stem, root) of A. triplinervis
(M.vVahl) R.M.King & H.Rob. as way to identify physiological aspects of productivity,
storage and location of substances inside the plant giving subsidies to taxonomic
character studies, agronomic, physiological and farmacognostical. The anatomical
evaluation has highlighted a leaf is host-hipoestomatic, with estdbmatos of type
anomocitico. Trichomes (glandular and tectores) were registered in the epidermis of
the leaf and stem. The glandular trichomes reacted to the lipid test and pectins. The
mesophyll is dorsiventral showing various lipid bodies. The stem is slightly above the
ground and presents an array of cylinder-shaped beams complete with well-
developed marrow. The root is protostelic. Secretory structures in the form of
aerenchyma and ducts were highlighted in leaves and stems respectively but
unreserved substances. The histochemistry indicated the presence of total protein,
terpenoids, resins, polysaccharides, lipids and mucilage in tissues. Chemical
prospecting with etandlico and watery extracts of vegetative parts of species found

the presence of phenolic compounds, saponins, flavones, alkaloid.

Keywords: medicinal plants, secondary metabolites, phytochemical
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INTRODUCAO

A familia Asteraceae € a maior em numero de espécies compreendendo
cerca de 10 tribos com 1600 géneros. Esta distribuida globalmente, ocupando os
mais distintos habitats, desde regibfes semiaridas a ambientes aquaticos (Hind,
2010). No Brasil, existem aproximadamente 250 géneros e 2.000 espécies (Souza &
Lorenzi, 2008).

A espécie Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H.Rob. tem como
sinonimia Eupatorium ayapana (Hattori, 2012). Ayapana triplinervis (M.Vahl)
R.M.King & H.Rob, também conhecida como japana-branca ou japana-roxa, € uma
das espécies que se destaca na medicina popular. Trata-se de uma planta nativa da
América do Sul podendo ser encontrada em regides do Amazonas, no Brasil,
Equador, Peru, Guianas, Porto Rico, Havai. Ainda € bem representada em outros
paises como Vietna e llhas Mascarenhas (Gauvin- Bialecki & Mararodon, 2008).

A espécie é utilizada terapeuticamente como cardiotdnica, diurética, hemética,
laxativa, contra constipacdo e pneumonia (Rajasekaran et al., 2010), no tratamento
de catarata, congestdo, acidentes vasculares cerebrais e golpes na cabeca (Beyra,
2004). Suas folhas sado utlizadas como estimulante, sudorifico, estoméaquico,
digestivo, antidiarreico, contra tétano, coélera, angina, infec¢cdes da boca e contra
veneno de cobra (Corréa, 1984).

Na Amazobnia, é denominada como japana, lapana, aiapana, japana-branca,
japana-roxa e erva-de-cobra (Borras, 2003). Quanto as formas de uso, sao relatadas
diferentes formas de preparo de remédios tais como a infusdo das folhas, como
expectorante, contra diarreia; o sumo da folha fresca é empregada externamente na

forma de banho, é considerado util contra dores de cabeca e febre; a decoccéo da
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folha é usada para desordem digestiva, especialmente do figado e contra malaria. A
combinacgao desta planta com folhas de arruda (Ruta graveolens L.), jambu (Acmella
oleracea L.) e abacate (Persea americana Mill.), sdo usadas na forma de infusao
para o tratamento de hemorréida e verminose (Di Stasi & Hiruma-Lima, 2002).

Ha registros de experimentos com extratos de éter de petrdleo e extratos
metandlicos das folhas de A. triplinervis com atividade antimicrobiana sendo que, o
extrato de éter de petroleo apresentou maior atividade antibacteriana e antifingica do
gue o extrato metandlico (Gupta et al., 2002). O extrato metandlico quando testado
em animais revelou evolugdo na homeostase de tempo da hemorragia e da
coagulacdo do sangue (Rajasekaran et al., 2010). A atividade biolégica do extrato
etandlico de A. triplinervis demonstrou formacdo de halos de inibicdo totalmente
limpidos, indicando inibi¢éo total sobre Enterococcus faecalis (Alencar et al., 2010).

Considerando as aplicacdes terapéuticas e biotecnoldgicas atribuidas a A.
triplinervis (variagcdo branca), objetivou-se por meio deste trabalho, realizar a
identificagdo das principais estruturas anatémicas e sitios de reserva de metabdlitos
secundarios por meio da histoquimica e prospeccdo quimica fornecendo subsidios
ao desenvolvimento de estudos taxondmicos, agrondémicos, fisiolégicos e

farmacoldgicos.
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MATERIAL E METODOS

O material botanico utilizado no presente estudo foi cultivado no Campus
Manaus Centro do Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia do Amazonas. Foram
selecionados e coletados 60 individuos. A exsicata encontra-se depositada no

Herbério Universidade Federal do Amazonas — UFAM com registro HUAM 8684.

Microscopia de luz

Para o estudo anatdomico foram utilizados 10 individuos sendo retiradas cinco
amostras das partes vegetativas (folha, caule, raizes) sendo fixadas em FAA 70
(formaldeido, acido acético glacial, alcool etilico a 70%), conservadas em alcool
etilico (70%), desidratadas em série etilica (70-100%) e infiltradas em metacrilato
(Historesin, Leica). Em micrétomo rotativo os blocos foram seccionados (5 a 10 pm
de espessura) e as secc¢Oes foram coradas em azul de toluidina tampéao citrato, pH
4,0 (O'Brien & McCully, 1981), sendo montadas em resina sintética (Permount-
Fisher).

Na preparacdo de laminas semi-permanentes, foram utilizadas partes
vegetativas (folha, raiz, caule) seccionadas transversalmente a mao livre, clarificadas
com solucdo comercial de hipoclorito de sodio a 20%, coradas com azul de Astra e
fuccina e montadas em glicerina (Kraus & Arduin, 1997).

Na dissociacdo da epiderme, foram retiradas seccfes do apice, bordo e base
da lamina foliar sendo submetidas a solucdo de hipoclorito de so6dio em diferentes
concentracdes (70-100%) durante quatro dias. Em seguida, lavadas em alcool etilico
e, posteriormente, coradas com solugdo aquosa azul de astra e safranina 1%, e

montadas em glicerina (Kraus & Arduin, 1997).
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A contagem dos estdbmatos e tricomas foi efetuada em 30 campos por folha,
tomados aleatoriamente, num total de 15 folhas, para as duas faces da epiderme
(abaxial e adaxial), utilizando-se microscépio Optico Carl Zeiss (aumento de 400x). A
classificacdo dos tricomas foi feita com base em Theobald (1979).

Para os testes histoquimicos, seccbes das partes vegetativas do material
fresco que ndo foram submetidos a reagentes foram fotografadas a fim de
documentar a coloracdo original dos tecidos analisados (branco). Seccfes controle
foram realizadas simultaneamente, de acordo com a metodologia descrita nos
protocolos. As classes de metabdlitos investigadas encontram-se descritas na

Tabela 1.

Tabela 1: Testes histoquimicos aplicados em amostras frescas do material

Metabdlitos Secundarios Cor Reagentes/autores
Lipideos lipideos totais vermelha (S(ggﬁ;clr\]/ 1984)
compostos verde, purpura, Cloreto Férrico IlI/
fendlicos gerais  azul, negro (Johansen, 1940)
Compostos taninos vermelha Vanilina Cloridrica
Fendlicos (Mace e Howell, 1974)
_— Floroglucinol
lignina vermelha (Johansen, 1940)
. ; castanho- Wagner/
Alcaloides Alcaloides avermelhado Furr & Mahlberg, 1981
amido roxa Lugol/
(Jensen, 1962)
azul turqueza Azul de Metileno/
Polissacarideos mucilagens verde escuro a (Salatino & Silva, 1975)
marron
pectinas rosa Vermelho de ruténio/
(Johansen, 1940)
Proteinas proteinas_ laranja Xilidir)e Ponceau/
estruturais (O’Brien e McCully, 1981)

Terpendides

6leos essenciais
e 6leo-resinas

azul (esséncia),
vermelha (resina),
violeta
(essénciatresina)

Nadi
(David e Carde, 1964)

grupo carbonila

vemelho alaranjado

2-4-dinitrofenilhidrazina/
(Ganter & Jolles, 1969; 1970)
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Eletromicrografia de Varredura (MEV)

Para a obtencéo das eletromicrografias de varredura, parte das amostras dos
6rgdos vegetativos fixadas foi subdividida em pecas de 100 mm?, desidratada em
série etilica crescente de acordo com Johansen (1940), processada em secador de
ponto critico de CO, aderida em suportes metalicos através de fita de carbono dupla
face e metalizada com camada de ouro de aproximadamente 20 nm de espessura
por 150 segundos em corrente de 25 mA. A observacdo e a captura de imagens
foram realizadas no Laborat6rio de Microscopia do Museu Paraense Emilio Goeldi
(Belém), em microscopio eletrdnico de varredura LEO modelo 1450 VP, com
aceleracdo de voltagem de 15 KV, sendo as escalas micrométricas projetadas nas

mesmas condi¢cfes oOpticas.

Fitoquimica

Para a triagem fitoquimica foram utilizados 50 individuos, sendo
processadas partes vegetativas (folha, caule e raiz) de A. triplinervis segundo a
metodologia de Matos (1988). Para avaliacao do extrato aquoso, 40g do material
vegetal seco e triturado foram pesados. Procedeu-se a extragcdo com agua, em
seguida levado ao banho-maria por 1 hora a 70°C, posteriormente filtrado, sendo
o volume completado para 200 mL com o liquido extrator.

O extrato aquoso foi submetido a testes para antocianinas, heterosideos
saponinicos, heterosideos cianogenéticos, taninos, amido, grupos de acidos

fixos e acidos volateis.
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Para a avaliacdo do extrato alcodlico foram pesadas as serragens e em
seguida submetidas ao processo de maceracao a frio, utilizando solucéo etanol
em seguida filtrado. As solucBes foram submetidas ao rotaevaporador, sendo
posteriormente congeladas e liofilizadas. Os extratos etandlicos proporcionaram
reacdes quimicas de caracterizacdo (precipitacdo e coloracdo) de flavonoides,
taninos, alcaloides, antraquinonas, saponinas, heterosideos quando submetidas

a reagentes especificos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Descricdo Morfologica
A espécie Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H.Rob. é uma erva de 40-
50 cm de altura, ereta ou semi prostrada com caule cilindrico, piloso, coloragcédo
verde variagao “branca”. As folhas sdo simples, sésseis, opostas com limbo ovado-
lanceolado, apice agudo, base decorrente. Inflorescéncia em forma de capitulos

brancos com 6 a 12 mm de didametro e 20 a 30 flores (Figuras 1 a 3).

Figuras 1- 2. Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H. Rob. 1. Inflorescéncia. 2. Ramos
foliares.
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De acordo com Nery (2011) existem diferencas morfolégicas para japana
variacdo branca e roxa, indicando que as mesmas diferem-se em funcéo da cor do
caule e da nervura das folhas, base da folha, distancia dos entrends, ramificacédo e

presenca de brotos foliares que se apresentam em maior quantidade no tipo branca.
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Figura 3. llustracéo geral do habito de Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King &

H. Rob.
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Folha

Em vista frontal, as células epidérmicas possuem paredes anticlinais retas a
levemente sinuosas na face adaxial (Figura 4). As células epidérmicas da superficie
abaxial apresentam contorno sinuoso (Figura 5). A epiderme foliar € revestida por
delgada camada de cuticula (Figura 6) que exibe estriacGes dispostas perpendicular
e paralelamente aos estdbmatos (Figuras 7).

De acordo com Nery (2011) a sinuosidade das paredes celulares séao
caracteristicas resultantes do grau de luminosidade que a planta esta exposta. Tais
caracteristicas ja foram observadas por Junior et al. (2009) ao avaliarem a variacao
da estrutura foliar de Mikania glomerata Spreng. (Asteraceae) quando submetidas a
diferentes condicfes de luminosidade.

Os estbmatos sédo do tipo anomocitico (Figuras 4, 5 e 7), corroborando as
observacgOes realizadas para a familia, como por exemplo: Eupatorium maximiliani
Schrader ex DC. (Aoyama et al.,, 2005); Mikania glomerata Spreng. (Espindola-
Junior et al., 2009); Siegesbeckia orientalis L. (Aguilera et al., 2004). A folha foi
classificada anfi-hipoestomatica possuindo uma média de 220,12 est. mm? na face

adaxial 512,20 est. mm? na abaxial.
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Figuras 4-7. Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H. Rob. 4. Vista frontal da epiderme
adaxial. 5. Vista frontal da epiderme abaxial. 6. Cuticula evidenciada pelo corte transversal.
Estbmato (est), cuticula. 7. Epiderme em vista frontal (MEV) evidenciando depressdes na
epiderme (cut). Barras = 100 ym (4 a 6).
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A superficie foliar de A. triplinervis possui tricomas tectores e glandulares.
Os tectores sdo unisseriados, multicelulares com célula basal seguidos por cinco a
oito células intermediarias com uma célula apical afilada (Figuras 8 e 9) ocorrendo
numa média de 13,08 tric. mm? na face adaxial e 9,13 tric.mm? na face abaxial.

Os tricomas glandulares apresentam trés tipos morfolégicos. O primeiro tipo
é filiforme unisseriado constituido por cerca de quatro células com por¢do apical
semelhante a um dedo, sendo classificado como digitiforme (Figura 10 e 11), estes
reagiram aos testes para pectina e mucilagens. O segundo tipo € curto nao
ramificado tricelular formado por célula basal, celdla intermediaria e célula apical
redonda (Figura 12). O terceiro € formado por duas células localizado em
depressdes na superficie epidérmica (Figura 13) com reservas lipidicas. A
distribuicdo destes tricomas na lamina foliar é de uma média de 12,4 tric.mm? na
face adaxial e 13,6 tric.m? na face abaxial.

Os padrbées morfoldgicos dos tricomas encontrados em A. triplinervis ja foram
descritos por Castro et al. (1997) para os géneros Eupatorium e Mikania. Nery
(2011), ressalta a existéncia do tricoma glandular perolado descrito para Piper
regnnellii var. regnelli (Mig.) C. DC. (Silva & Machado, 1999), mas que constituem
uma descricdo inédita para Asteraceae.

Os tricomas de A. triplinervis de forma geral estédo localizados em depressfes
na lamina foliar. Padrédo similar foi observado em folhas de Bidens, Aspilia, Mikania,

Stevia, Verbenesina, Wedelia e Wulffia por Castro et al. (1997) ao analisarem as

estruturas secretoras de 72 espécies de Asteraceae.



Figuras 8-13. Tricomas tectores e glandulares observados em secc¢des transversais da
folha de Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H. Rob. 8. Corte branco evidenciando
tricoma tector. 9. Tricoma tector na nervura central. 10. Tricomas digitiformes (branco).
11. Pectinas presentes em tricomas glandulares digitiformes. 12. Tricoma glandular
perolado. 13. Tricoma glandular com reservas de lipideos. Barras= 100 um (8, 9, 10,
11,13); 200 um (12).
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O mesofilo em seccdo transversal € revestido por uma epiderme
uniestratificada e possui organizacdo dorsiventral com parénquima palicadico
formado por, aproximadamente, uma a duas camadas de células curtas e
justapostas com parénquima lacunoso constituido de trés a oito camadas de células
poligonais com variacdes de tamanho (Figura 14).

Os ductos secretores foram identificados no parénquima lacunoso proximos
aos feixes vasculares. Em corte transversal apresentam forma isodiamétrica com um
[imen circundado por um Unico estrato de células epiteliais (Figura 14).

Castro et al. (1997) descrevem a mesma localizacdo dos ductos sendo
observados associados exclusivamente ao floema em Inulopsis scaposa (Remy) O.
Hoffm. e Trixis verbasciformis Less, ou associados proximos ao xilema e ao floema
ou, exclusivamente ao xilema como em: Aspilia, Bidens, Eupatorium, Mikania,
Riencourtia, Stevia, Verbesina, Viguiera, Wedelia e Wulffia.

A nervura central possui formato convexo-convexo. E revestida por uma
epiderme uniestratificada (Figura 15). Sob a epiderme, o colénquima angular
apresenta composto por duas a trés camadas de células arredondadas, tanto na
face adaxial quanto na abaxial (Figura 15 e 16).

O feixe vascular é do tipo colateral (Figura 16). Em alguns feixes vasculares é
possivel observar a proximidade com ductos secretores (Figura 14). Lersten & Curtis
(1987) referem-se a tais estruturas (cavidades e ductos) como reservatérios,
considerando ndo o comprimento e, sim, a estocagem de substancias na estrutura.
Quanto ao conteudo quimico das cavidades secretoras localizadas ao longo do

mesofilo ndo houve reacéo para nenhum dos testes realizados.
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Os testes histoquimicos indicaram a presenca de pectina estrutural (Figura
17) e lipideos (Figura 18) nas paredes celulares da epiderme foliar. Ao longo do
mesofilo podem ser encontrados corpos esféricos lipidicos (Figura 19). Estudos
realizados por Lersten et al. (2006) com corpos de Oleos em Angiospermas
constatou a presenca destas substancias em Ambrosia psilostachya DC.
(Asteraceae) estes Oleos foram classificados como neutros e apresentam
capacidade de ndo evaporar dos tecidos para o ar, ndo séo volateis, assumindo
desta forma, a funcdo de diminuir a superficie de tensdo na célula da folha e

permitindo adaptacéo da planta a temperatura.
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Figuras 14-19. Seccbes transversais da lamina foliar de Ayapana triplinervis (M.Vahl)
R.M.King & H. Rob. 14. Mesofilo; parénquima palicadico (pl), ductos (dc). 15. Nervura
central; feixe vascular central (fvc). 16. Colénquima (col). 17. Pectina (pec) na parede
celular das células epidermicas visualizadas pelo vermelho de ruténio; clorofila (cl). 18.
Lipideos estruturais (Ip) nas paredes celulares das células epidérmicas visualizadas pelo
sudan IV. 19. Goticulas de lipideos evidenciadas pelo sudan IV no mesofilo. Barras = 100
um (14, 15, 16, 17, 18), 200 pm (19).
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Caule

A estrutura secundaria do caule em corte transversal apresenta epiderme
unisseriada com células epidérmicas em formato poligonal revestida por cuticula
espessa (Figura 20).

Sob a epiderme, compreendendo a regido inicial do cortex, ha 2 a 3 camadas
de colénquima do tipo angular. Na sequéncia sdo observadas células
parenquimaticas de tamanhos regulares que reagiram ao teste para alcaloides
(Figura 23) e mucilagem (Figura 24). Dispersos na regiao cortical sdo encontrados
varios espacos aeriferos (Figuras 20, 21 e 22) os quais indicaram auséncia de
metabdlitos secundarios pela histoquimica realizada.

O sistema vascular € do tipo colateral com calotas de fibras floematicas
presente externamente ao floema (Figuras 20 e 21). A regido medular é constituida
por células parenquimaticas poligonais, com células que apresentam variacdes de
tamanho sendo maiores na regido central (Figura 20). Segundo Metcalfe & Chalk
(1972) caules tipicamente herbaceos usualmente sao providos de um anel simples
de feixes vasculares colaterais.

Os testes histoquimicos indicaram a presenca de substancias tais como:
terpendides do grupo carbonila (Figura 25) nos feixes vasculares e células da regido
medular, taninos em células do feixe vascular (Figura 26), resinas nas células do
feixe vascular (Figura 27) e compostos fendlicos na epiderme e no cortex (Figura

28).



Figuras 20-22. Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H. Rob. 20 e 21 Seccdes
transversais do caule (MEV), aerénquimca (aer), cortex (ct), cilindro vascular (cv), fibras
floeméticas (fp). 22. Seccéo longitudinal do caule evidenciando espacos aeriferos. Barras
=100 pm (22).
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Figuras 23-28. Testes histoquimicos de seccdes transversais do caule em Ayapana triplinervis
(M.Vahl) R.M.King & H. Rob. 23 células do cortex com alcaloides (al) e espacos aeriferos
(aer); cortex (ct); 24. Mucilagens (mu) em células do cértex. 25. Terpendides (tp) na regido
central proximo aos feixes vasculares. 26. Tanino (tn) nos feixes vasculares. 27. Resinas (re)
na regido dos feixes vasculares. 28. Compostos fendlicos na epiderme (ep) e cértex (ct).
Barras = 100 uym (23, 24, 25, 26, 27), 5 um (28).
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Raiz
A raiz de A. triplinervis em corte transversal apresenta-se em crescimento
secundario (Figura 29). A epiderme é uniestratificada revestida por cuticula delgada.
O cortex parenquimatico é delimitado internamente pela endoderme com estrias de
Caspary (Figura 30). Entre os testes histoquimicos realizados apenas os de
alcaloides (Figura 31) e de proteinas estruturais (Figura 32) tiveram resultados na

regido proxima ao cilindro vascular.

Figuras 29 - 32. Secc¢0bes transversais da raiz de Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H. Rob. 29.
Viséo geral da raiz (MEV). 30. Endoderme na raiz principal. 31. Alcaléides nas células epidémicas e no
cilindro central. 32. Proteinas estruturais nos feixes vasculares, Barras: 5 ym (30 a 32).
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Andlise fitoquimica
A andlise fitoquimica do extrato aquoso e etandlico revelou a presenca de
classes de substancias em diferentes partes vegetativas (Tabela 2).

Tabela 2: Compostos secundarios encontrados no extrato etanélico e
aguoso de Ayapana triplinervis (M. Vahl). R.M.King & H. Rob.

Classes de Substancias Extrato Aquoso Extrato Etandlico
raiz caule folha raiz caule folha

Fenois NR NR NR + + +
Taninos + - + - + -
Antocianinas e Antocianidinas * NR NR NR - - -
Chalcona e aurona * NR NR NR - + +
Flavononas * NR NR NR - + +
Leucoantocianidina * NR NR NR - + +
Catequina * NR NR NR - - -
Flavonas, flavonoéis e xantonas * NR NR NR - + +
Saponina NR NR NR - -
Alcaloides NR NR NR + +
Heterosideos saponinicos - - + NR NR NR
Heterosideos cianogénicos - - - NR NR NR
Acidos volateis + + + NR NR NR
Heterosideos antocianicos - - - NR NR NR

(+) = presenca de substancia (-)= auséncia de substancia (NR) ndo realizado.* flavonoides

Os flavonoides sdo pouco evidenciados nas raizes e bem freqiientes nas
partes aéreas da espécie. As saponinas ocorrem de forma discreta em ambos os
extratos de folhas.

As classes quimicas descritas correspondem as mesmas relatadas para
espécies da familia tais como: triterpenos e flavonoides isolados de Eupatorium
ballotifolium Kunth (Albuguerque et al., 2010); saponinas, flavonoides e taninos em
Eclipta alba (L.) Hassk. (Simon et al., 2005); alcaloides, flavondides, glicosideos
antocianicos, taninos e 6leos essenciais em Baccharis dracunculifolia DC. (Trevisan
et., al. 2008); terpenos em (M.Vahl) R.M.King & H.Rob. (Gauvin-Bialecki & Maradon,

2008).
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A auséncia de substancias nas estruturas secretoras de A. triplinervis pode
estéa relacionado a volatilidade de certas substancias que podem sofrer influéncia por
fatores fisiologicos da planta e do proprio ambiente (Leite, 2009) principalmente se
tratando da familia Asteraceae cujo registro de 6leo essencial se faz presente.

Para Onofre et al. (2004) plantas da familia Asteraceae s&o alvo de
investigacdo tanto pela composicdo quimica como pela atividade biolégica, pois
proporcionam desenvolvimento de novos farmacos e inseticidas. Segundo
Rodrigues et al. (2010) a propriedade terapéutica descrita ha medicina popular deve-
se a presenca de saponinas. Tais substancias tém acdo no sistema imunoldgico e
atividade de cicatrizacdo. Restello et al. (2009) afirmam que o0s componentes
quimicos de Tagetes patula L. possuem atividade biol6gica como repelente e
inseticida sobre o coledptera Sitophilus zemais Motschulsky.

Os resultados obtidos contribuem com as indicacbes ja descritas para
Asteraceae com relacao a produtividade de metabdlitos secundarios atuantes tanto
na medicina popular como no controle bioldgico dando subsidios a estudos quimicos
quanto a ocorréncia e distribuicdo de metabdlitos ao longo das partes vegetativas de

A. triplinervis.
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CAPITULO IV: Fungos endofiticos de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vanhl
(Verbenaceae) Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H.Rob. (Asteraceae) e

Costus spicatus (Costaceae)

Artigo para submissao a Revista Brasileira de Plantas Medicinais
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Fungos endofiticos de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl (Verbenaceae)
Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H.Rob.(Asteraceae) e Costus spicatus

(Costaceae)

RESUMO: As plantas medicinais que fazem parte da biota da regido amazonica

garantem um substrato diversificado aos fungos endofiticos em funcéo das inumeras
caracteristicas especificas de cada familia vegetal. O produto em metabdlitos
secundarios resultante das interacdes entre plantas e fungos constituem fontes
alternativas de matéria-prima na forma de moléculas bioativas que representam
grandes perspectivas para a industria farmacéutica, agrondmica e quimica. Este
trabalho visa contribuir com a caracterizacdo da microbiota fungica endofitica
incidente nos tecidos de Costus spicatus, Stachytarpheta cayennensis, Ayapana
triplinervis, plantas utilizadas como medicinais. Foram identificados 19 géneros
fungicos, sendo 16 isolados de C. spicatus, 12 isolados de A. triplinervis e 10
isolados de S. cayennensis. Os géneros mais frequentes sdo Phacelomyces,

Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, Penicillium.

Palavras-chave: interacdes ecoldgicas, metabolismo secundario, microbiota

fungica.
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ABSTRACT: Endophytic from Stachytarpheta cayennensis (Verbenaceae)
Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M. King & H.Rob. (Asteraceae) and Costus
spicatus (Costaceae). The medicinal plants that are part of the biota of the Amazon
region ensure a diverse substrate Endophytes in the light of the numerous specific
features of each vegetable family. The resulting product in secondary metabolites of
plant-fungal interactions provides alternative sources of raw materials in the form of
bioactive molecules that make up great prospects for the pharmaceutical industry,
Agronomy and chemistry. This work aims to contribute to the characterization of
endophytic fungal microbiota in tissues of Costus spicatus incident, Stachytarpheta
cayennensis, Ayapana triplinervis, plants used as medicine. The fungal isolation
provided the identification of fungal genera and 16 to 19 of C. spicatus, 12 of S.
cayennensis, 10 A. triplinervis. Among the genres frequently Phacelomyces,

Aspergillus found fungi, Fusarium, Penicillium, Curvularia Trichoderma .

Keywords: ecological interactions, secondary metabolism, microbiota fungica
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INTRODUCAO

O produto do metabolismo secundario resultante das relagfes estabelecidas
entre fungos endofiticos e 0s vegetais resulta em fonte de matéria-prima com
aplicacbes biotecnolégicas altamente significativas para os processos industriais
(farmacéuticos, agronébmicos, ambientais, alimenticios) os quais buscam substancias
com potencial antibidtico, quimioterapico e agrotoxico eficazes detentores de baixa
toxicidade e com menor impacto ambiental (Strobel & Daisy, 2003, Takahashi &
Lucas, 2008). Esta interacdo também confere diversas vantagens a planta, tais
como: resisténcia ao estresse ambiental, alteragdes nas propriedades fisioldgicas e
producao de fitormdnios (Azevedo et al., 2000; Souza et al., 2004).

Os fungos endofiticos apresentam como caracteristicas a habilidade de
estabelecer em certos periodos do ciclo de vida, relagbes assintométicas com as
plantas hospedeiras (Wang et al. 2007). Souza et al. (2004) afirmam que tais
relacbes ainda ndo sdo bem compreendidas e podem ser classificadas como
simbidticas, neutras ou antagbnicas. Arnold e Lutzoni, 2007 descrevem a
participacdo destes seres na colonizacdo dos tecidos fotossintéticos. Em se tratando
de relacdes harmoénicas estabelecidas os nutrientes doados pela planta hospedeira
sdo utilizados pelos fungos em rotas metabdlicas e resultam em compostos com
acOes hormonais e/ou antibidticas Uteis a planta (Takahashi & Lucas, 2008).

Os fungos de forma geral sédo conhecidos pela potencialidade em produzir
metabdlitos secundarios com diversas atividades bioldgicas bem conhecidas, porém
a produtividade dos endofiticos ainda é pouco explorada (Suryanarayanan et al.,
2009). Os registros quanto as potencialidades em moléculas bioativas dos
endofiticos s@o alvo de investigagdes constante. Dentre os estudos ja comprovados

de fungos endofiticos podem ser citados: o Botryosphaeria rhodina que possui
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atividade anti-inflamatéria, anti-séptica e antifungica, isolado a partir do caule da
planta medicinal Bidens pilosa (Asteraceae) o extrato de acetato de etila do isolado
deste fungo exibe atividade antifungica significativa, bem como potentes efeitos
citotoxicos e antiproliferativo contra varias linhas de células cancerosas (Abdou et
al., 2010); Taxomyces andeanae produtor do taxol (agdo contra o cancro) (Ji et al.,
2006); Edenia gomezpompae isolado a partir das folhas de Callicarpa acuminata
(Verbenaceae), gerou a caracterizacdo de quatro compostos organicos com
potencial de acdo bioldgica contra Colletotrichums, Phomopsis, Guignardia
manguifera, Oomycetes, Phythophtora capsici, Phythophtora parasitica, Fusarium
oxysporum (Macias-Rubalcava et al., 2008).

Diante da importancia da interacao entre plantas e fungos endofiticos para a
otimizacdo e producdo de metabdlitos secundarios como fonte de fitoterapicos e
agentes defensivos € essencial a caracterizacdo da comunidade de fungos
endofiticos presente nos tecidos vegetais. Assim sendo utilizou-se de trés espécies
com potencialidades ja descritas na medicina popular. As espécies estudadas foram:
Costus spicatus (Jacq.) Sw (pobre-velho) utilizada com fins depurativos,
adstringentes e diuréticos (Boorhem et al.,, 1999; Borras, 2003); Stachytarpheta
cayennensis (Rich.) Vahl (gervao), utilizada no tratamento de diarreias,
hepatopatias, nevralgia, hemorragias, anti-reumética, Ulceras e dores de dentes
(Salgueiro, 2004) e de Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King & H.Rob. (japana)
utilizada por suas acdes cardiotbnica, diurética, hemética, laxativa, contra
constipacao e pneumonia (Rajasekaran et al., 2010).

As informacdes obtidas neste trabalho servirdo de subsidios para o
desenvolvimento de estudos com fins biotecnolégicos atendendo demandas

agrondémicas, farmacoldgicas e quimicas.
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MATERIAL E METODOS

As amostras das plantas S. cayennensis (Verbenaceae) e C. spicatus
(Costaceae) foram coletadas no Campus Setor Sul da Universidade Federal do
Amazonas. A espécie A. triplinervis (Asteraceae) foi coletada no Campus Manaus
Centro do Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia do Amazonas, IFAM.

Foram coletadas amostras de caule, raiz e folha de 10 individuos das trés
espécies em estudo. O isolamento dos fungos endofiticos foi feito de acordo com
Pereira (1993). As amostras vegetativas foram fragmentadas em segmentos de
4mm? e submetidas & desinfestacdo superficial em alcool 70%, durante 2 min
seguido de hipoclorito de sodio a 3%por 5 min e élcool 70% por 30 seg, em seguida
submetidos a trés lavagens com agua destilada. Os fragmentos foram semeados em
placas de Petri contendo Agar Batata Dextrose (BDA) com acréscimo de
estreptomicina (250mg L™) para suprimir o crescimento das bactérias. As placas
foram mantidas em temperatura de (28+1 °C) sendo observadas de 1-12 dias
(Pimentel, 2001; Suryanarayanan et al., 2009).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com trés
tratamentos e 10 repeticbes para cada parte vegetativa avaliada totalizando 300
placas de Petri para cada espécie. A identificacdo dos isolados obtidos foi feita por
meio da observacao das estruturas reprodutivas e vegetativas e comparadas com as
chaves de identificacdo (Barnet & Hunter; 1972, Sutton, 1980). A frequéncia de
colonizagdo nas plantas pelos fungos e as respectivas partes vegetativas foi

calculada de acordo com Yuan et al., (2010), usando a féormula:

Taxa de Colonizacdo = Nimero total de producio=1

Nimero total de amostra do teste
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As trés espécies avaliadas apresentaram diferencas quanto a frequéncia
de fungos isolados, entre espécies e partes vegetativas como mostra a tabela 1. A
maior taxa de colonizacéo total foi observada em C. spicatus com 37,24 %.

Foram identificados 19 géneros de fungos, com maior ocorréncia de
géneros em C. spicatus com 16, seguido de A. triplinervis com 12 e S. cayennensis
com 10, de acordo com Tabela 1 (anexo 1). Os géneros fangicos foram bastante
representativos em folhas e raizes de C. spicatus em relacdo as demais espécies.
Para Verma et al. (2007); Gazis & Chaverri (2010) as mudancas nas comunidades
endofiticas, tanto na composicdo de espécies e abundancia ocorrem em virtude da
localizac&o (ambiente), o tecido de origem e as condi¢cdes em torno da planta.

Um dos fatores que pode justificar tal resultado pode estar relacionado com o
habitat e 0 ambiente de coleta de cada espécie. A espécie C. spicatus foi coletada
de um ambiente mais umido em relacdo as outras duas espécies, fator este que
pode ter favorecido o desenvolvimento dos fungos. Ren et al. (2011) ao avaliarem
Achnatherum sibiricum quanto aos beneficios da associacdo simbiética com fungos
endofiticos observaram que quando reduzida a quantidade de agua, os niveis de
infeccdo sdo menores, mesmo com a disponibilizacdo de nutrientes. De acordo com
Costa Neto (2009) a frequéncia e composicdo de espécies das comunidades
microbianas sdo dependentes das interacfes entre os fatores bibticos e abibticos
inerentes aos seus habitats, uma vez que o habitat associado a planta € um

ambiente dinamico.
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Tabela 1: Frequéncia (%) de fungos endofiticos em Costus spicatus,
Stachytarpheta cayennensis, Ayapana triplinervis, isolados de diferentes partes

vegetativas.
Espécies
Costus spicatus Stachytarpheta Ayapana triplinervis
cayennensis
Fungos

Raiz Caule Folha | Raiz Caule Folhas Raiz Caule Folha

Aspergillus 23,10 23,77 18,88 | 18,72 30,41 32,84 | 13,27 25,94 2548

Beuveria - - 6,34 - - 0,59 - - -
Fusarium 1551 196 831 | 487 - 059 |1939 - 11,29
Phacelomyces 198 7,84 198 | 27,18 706 592 . 283 806
Penicillum 1,49 2,45 13,90 3,59 18,98 18,05 3,57 12,26 20,00
Pestalotia - - 2,87 - - - - - 4,52

28,22 26,72 9,97 | 26,92 34,55 22,49 | 36,22 41,04 -
Trichoderma

Colletrotrichum - - 0,60 - - 6,51 3,30

Scopulariopsis - - - - - 1,48 - - -
Cladosporium 4,95 - 2,87 - - - - - -
Aureobasidium - 8,5 20,6 - - - - - -

Nigroospora 3,63 - - - - _ i i i
Stachybotrys 2,15 - - - - . . i i
Trichophyton 1,32 - - - - . . i i

Botrytis ) - - - - - 5,56
Curvularia - - - - - - - 2,36 5,81
Acremonium 4,79 - 1,66 | 10,77 - - - 6,60 16,45
Memnoniella 3,30 7,11 - - - - 9,18 - -
Micélio esteril* 9,57 21,57 7,55 7,95 9,0 11,54 18,37 - 8,39
Total 12 8 12 7 5 10 6 8 8

A frequéncia total dos fungos endofiticos nas partes vegetativas foi
expressiva em folhas de C. spicatus (39,49%); caule de S. cayennensis com
(36,08%) e em raizes de C. spicatus (36,15%). A taxa de colonizacdo fungica foi
relativamente maior nas superficies foliares do que nas demais partes vegetativas.
De acordo com Gaitan (2006) fungos endofiticos estabelecem com seus hospedeiros
relacbes simbioticas complexas, e nas zonas temperadas como nas tropicais ha
especificidade dos endossimbiontes por tecidos vegetais particulares.

A maior colonizagdo dos endofiticos em folhas C. spicatus em relagdo as
demais espécies pode estar relacionado com as caracteristicas morfoanatomicas da

espécie, C. spicatus possui apenas tricoma tector (Paes et al.,, 2009) o qual
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apresenta apenas funcdo mecanica e ndo de defesa quimica. Calo et al. (2006)
descrevem a relacdo existente entre o quantitativo de tricomas e o processo de
infecc@o fungica nas superficies foliares de Arabdopsis mutantes, e indicam que a
maior ou menor incidéncia de tricomas tectores pode facilitar o processo de adesao
de esporos e hifas consequentemente influenciando nas taxas de colonizacdo da
planta hospedeira. Bailey et al. (2009) descrevem o estabelecimento de associacfes
simbidticas do género Trichoderma com tricomas presentes em superficies vegetais
de Theobroma cacao.

Os géneros fungicos que apresentaram maior representatividade nas partes
vegetativas das trés espécies vegetais avaliadas foram Aspergillus, Phacelomyces,
Trichoderma e Penicillium (Tabela 1), ndo demonstrando especificidade de
ocorréncia por determinados tecidos sendo denominados de generalistas. Trabalhos
realizados com Eremandthus erythopappus (DC.) McLeish (Asteraceae) por
Magalhdes et. al 2008 diferem dos resultados encontrados com relacdo ao género
Aspergillus no qual foi classificado como especialista.

O género Trichoderma teve maior freqiéncia nas trés espécies vegetais
estudadas, colonizando diferentes partes vegetativas. O mesmo foi observado por
Gazis e Chaverri (2010).

A ocorréncia de géneros como Aspergillus, Fusarium, Pestalotia,
Trichoderma, Curvularia também sdo descritos como endofiticos em outras espécies
vegetais para a familia Asteraceae (Magalhdes et al., 2008). Estudos realizados com
plantas medicinais por Naik et al. (2008), descreveram o0 isolamento de fungos
endofiticos em vérias plantas e descreveram a presenca do Colletrotrichum para a
familia Verbenaceae, resultado este que corresponde aos encontrados no

isolamento fungico de S. cayennensis.
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Os resultados encontrados neste estudo demostram que as espécies
medicinais apresentam uma microbiota fungica diversificada que pode variar entre
espécies de plantas e entre partes vegetativas especificas. Tais informacdes
constituem subsidios ao desenvolvimento de pesquisas que incluam o uso dos

fungos endofiticos como possiveis potenciais bioteconologicos.
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CONCLUSAO GERAL

A abordagem multidisciplinar deste estudo, através das andlises de aspectos
estruturais, histoquimicos e fitoquimicos realizadas nas espécies Costus spicatus (pobre-
velho), Stachytarpheta cayennensis (gervao), Ayapana triplinervis (japana) utilizadas
popularmente como recursos medicinais, possibilitaram as seguintes conclusdes:

A prospeccao quimica indicou que as trés espécies avaliadas produzem polifenois
saponinas e alcaloides. Estas categorias quimicas possibilitam o isolamento de substancias
com acdes antibioticas com possiveis aplicacGes na farmacologia, agronomia e fitoquimica.

Os aspectos estruturais identificados nas espécies vegetais tais como: canais
secretores, tricomas glandulares e tectores, além de nectéarios extraflorais constituem
informacBes relevantes para compreender a forma de armazenamento dos compostos
secundarios nos tecidos vegetais constituindo informacfes relevantes para a caracterizacdo
taxonémica e fisioldgica.

A avaliacdo micoldgica identificou a colonizacéo dos fungos endofiticos em diferentes
partes vegetativas. Os dados revelam que ha uma relacdo de especifidade de determinados
fungos por 6rgéos e que existe diferencas significativas nas taxa de colonizagao fangicas entre
as espécies, provavelmente em virtude das diferencas estruturais (estbmatos, tricomas
tectores, tricomas glandulares, etc.) peculiares a cada espécie vegetal.

Entre as trés espécies vegetais C.spicatus apresentou uma organizacdo estrutural sem
estruturas secretoras internas, com tricomas tectores simples, e 0s mesmos componentes
quimicos presentes nas demais espécies, no entanto, a taxa de colonizacdo de fungos
endofiticos foi bastante significativa. Estes resultados reforcam a importancia dos aspectos

estruturais e de reserva no processo de interagdo das plantas e fungos.
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ANEXOS
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Tricoderma Fusarium Pestalotia  Aureobasidium  Paecilomyces  Acremonium

Stachybotrys Penicillium  Cladosporium  Aspergillus Colletotrichum Curvularia

Nigroospora Memnoniella  Beuveria Scopulariopsis Monascus Botrytis  Trichophyton
Anexo 1. Géneros fungicos isolados de Stachytarpheta cayennensis, Aypana
triplinervis e de Costus spicatus.




