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RESUMO

Anatomia, analise do dleo essencial e germinaciao de sementes de trés espécies de Viguiera
Kunth (Heliantheae — Asteraceae)

A familia Asteraceae ¢ uma das maiores familias de angiospermas, com ampla distribuicdo e
habitos muito variados. O género Viguiera pertence a subtribo Heliantheae e conta com
aproximadamente 180 espécies. No Brasil ocorrem 35 espécies e 27 dessas sao endémicas. Por se
tratar de um género com muitos representantes, as relacdes filogenéticas ndo estdo bem
estabelecidas e estudos morfolégicos e moleculares t€ém sido realizados com o objetivo de
auxiliar a circunscri¢do do género. As espécies de Viguiera possuem potencial resinifero e as
contempladas neste estudo sdo aromadticas em seu ambiente natural. Diversos estudos
fitoquimicos tém destacado o potencial farmacolégico de espécies do género, atribuido
principalmente, a atividade das lactonas sesquiterpénicas e dos diterpenos. No entanto, estudos
sobre a composi¢do quimica dos 6leos essenciais sdo escassos. A ocorréncia das espécies do
género Viguiera no Brasil se d4, principalmente, em regides com inverno seco, devido a presenga
de um sistema subterraneo espessado. O sistema subterraneo das espécies incluidas neste estudo,
Viguiera filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla, consiste em um xilopddio, que apesar da
capacidade gemifera, ndo possui capacidade de propagagdo vegetativa. As trés espécies sao muito
semelhantes morfologicamente em estado vegetativo sendo diferenciadas principalmente por
caracteres reprodutivos. H4 registros na literatura de confusdes na delimitacdo das mesmas. Além
disso, V. filifolia e V. trichophylla constam na lista vermelha das espécies brasileiras como
criticamente em perigo. Assim, os estudos anatdomicos visaram contribuir com o levantamento de
caracteres diagnosticos entre as trés espécies. Os dados referentes a composi¢do dos 6leos
essenciais também podem ser uteis do ponto de vista taxondmico, auxiliando na delimitacdo das
espécies e ainda, no levantamento de possiveis compostos bioativos. Por fim, o estudo da

germinacdo das sementes visou fornecer dados para futuros estudos de cultivo dessas espécies.

Palavras-chave: Viguiera filifolia, Viguiera linearifolia, Viguiera trichophylla, caracteres

diagndsticos, quimiotaxonomia, propagacao sexuada.
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ABSTRACT

Anatomy, analysis of the essential oil and seed germination of three species of Viguiera

Kunth (Heliantheae — Asteraceae)

Asteraceae is one of the largest families of angiosperms with wide distribution and habits varied.
Viguiera genus is included in the Heliantheae subtribe and has approximately 180 species. In
Brazil, there are 35 species and 27 are endemic. Given that this genus has many representatives,
phylogenetic relationships are not well established and morphological and molecular studies have
been conducted to help limit the genus. Viguiera species have resin potential and the species used
in this study are aromatic in their natural environment. Several phytochemical studies have
shown the pharmacological potential to Viguiera species, attributed mainly to the activity of
sesquiterpene lactones and diterpenes. However, studies on the chemical composition of essential
oils are rare. In Brazil, the Viguiera species occurs mainly in regions of dry winter, due the
presence of a thickened underground system. The underground system of the species used in this
study, Viguiera filifolia, V. linearifolia and V. trichophylla is represented by a xylopodium,
incapable of vegetative propagation despite forming buds. The three species are morphologically
very similar in vegetative state and could be differentiated only by reproductive features. In the
literature, there is confusion in individuating them. In addition, V. filifolia and V. trichophylla are
classified in the Brazilian Species lias critically endangered. Thus, anatomical studies aimed at
contributing to obtain diagnostic features among the three species. The essential oil composition
data could help in chemosystematics and in the identification of possible chemotherapeutic
compounds. Finally, the study of seed germination aimed to provide information for future

studies for the cultivation of these species.

Key-words: Viguiera filifolia, Viguiera linearifolia, Viguiera trichophylla, diagnostic characters,

chemotaxonomy, sexual propagation.
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INTRODUCAO

A familia Asteraceae Bercht. & J.Presl (Compositae) € a maior familia de plantas com 1620
géneros e cerca de 23600 espécies (Stevens, 2001). Trata-se de uma familia monofilética,
caracterizada por plantas de habitos variados, podendo ser ervas, subarbustos, arvores e
raramente epifitas e lianas (Magenta, 2006), com flores arranjadas em um receptdculo e cercadas
por bricteas, constituindo os capitulos e também pela presenca de cipselas frequentemente
portadoras de papus (Funk et al.,, 2005; Bremer, 1994). Possui distribuicio cosmopolita e é
subdividida em 12 subfamilias, entre elas Asteroideae, a qual inclui a tribo Heliantheae (APG 111,
2009; Panero & Funk, 2008; Bremer, 1994).

Heliantheae € a segunda maior tribo da familia Asteraceae (Spring & Buschman, 1996),
subdivide-se em 35 subtribos com 189 géneros e aproximadamente 2500 espécies (Funk et al.,
2005). Seus representantes sdo predominantemente americanos (Funk et al. 2005), com maior
centro de diversificagdo no México central (Magenta, 2006; Cronquist, 1977).

Entre os maiores géneros da tribo encontra-se Viguiera Kunth, com aproximadamente 180
espécies (APG III, 2009; Magenta, 2006; Bremer, 1994), exclusivamente americano e centros de
diversidade no México, nos Andes e em planaltos brasileiros (Schilling et al., 2000). Trata-se de
um grupo parafilético (Schilling et al., 2000; Schilling & Panero, 1991) e das 35 espécies que
ocorrem no Brasil, 27 sdo endémicas (Magenta et al., 2010).

O género se caracteriza por representantes perenes, sendo ervas anuais ou arbustos, com
folhas opostas ou alternas, simples ou algumas vezes, pinatissectas com capitulos corimbiformes,
paniculados ou solitérios, radiados, envolvidos por bréacteas involucrais em duas a sete camadas.
As flores do raio podem ser femininas ou neutras, amarelas, cremes ou laranjas; as flores do disco
geralmente sdo amarelas. Os frutos sdo cipselas obovada-oblongas coroadas por papus com duas
aristas intercaladas por escamas paledceas (Bremer, 1994).

Entre as espécies brasileiras estdo as contempladas nesse estudo, sendo elas Viguiera
filifolia Sch. Bip. Ex Baker, V. linearifolia Chod. & Hassl. e V. trichophylla Dusén. Essas
espécies, segundo classificagcdo proposta por Blake (1918) estdo incluidas no subgénero
Calanticaria, série Bracteatae, se¢do Trichophylla. Seus representantes sdo ervas perenes

delicadas virgadas, com hastes longas sem ramificacdes, com muitas folhas lineares a linear-
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filiformes, revolutas e com brécteas involucrais em trés séries, fortemente costadas na parte
inferior, folidceas na superior (Magenta 2006).

Individuos de Viguiera filifolia sao ervas perenes cespitosas de 0,6 a 2 m altura, com resina
odorifera e caule subterraneo moderadamente espessado e raizes adventicias tuberosas (Figuras
1A-C). Podem ser encontrados no Brasil na regido de Goids, especificamente em Alto do Paraiso,
em campo arenoso ou pedregoso (Magenta, 2006) em regido de Cerrado. Flores e frutos ocorrem
de dezembro a fevereiro (Bringel Jr. & Cavalcanti, 2009). Trata-se de uma espécie vulnerdvel de
distribuicao restrita e de tamanho populacional reduzido podendo ser afetada por atividades
antrdpicas ou eventos estocdsticos em periodo muito curto de tempo, podendo se tornar uma
espécie criticamente em perigo ou ainda extinta (Magenta, 2006).

Viguiera linearifolia possui representantes subarbustivos de ramos aéreos eretos, de 1 a2 m
de altura, caule cilindrico, glabro ou esparsamente estrigiloso, caule subterrdneo fortemente
espessado e raizes adventicias com tuberosidades fusiformes na por¢cdo central e/ou na
extremidade (Figuras 1D-F). A espécie pode ser encontrada no Brasil apenas na regido de Ponta
Pora, no Mato Grosso do Sul. Sua floracdo se d4 no final da primavera e verdo e a frutificacdo
ocorre em novembro (Magenta, 2006).

Os individuos de Viguiera trichophylla sao arbustos perenes de 1,2 a 2 m altura, resiniferos,
portadores de ramos aéreos flexiveis, cilindricos, estreitamente canaliculados, com caule
subterrineo fortemente espessado e raizes adventicias com tuberosidade fusiforme préxima a
extremidade e as vezes na por¢ao central (Magenta, 2006) (Figuras 1D-F). Floresce e frutifica de
fevereiro a mar¢co ou raramente até junho. Ocorre em campos e bordas de capdes
preferencialmente imidos, dos estados do Parand e Santa Catarina (Magenta, 2006).

Devido as suas semelhancas morfoldgicas, Viguiera trichophylla ja foi considerada
conspecifica com V. linearifolia sob o nome de Rhysolepis linearifolia (Robinson & Moore,
2004) e V. linearifolia também foi confundida por Baker (1884) e Blake (1918) com V. filifolia.

Os poucos registros referentes a estrutura anatdmica das espécies do género Viguiera estdo
contemplados em Magenta (2006) que realizou a revisdo das espécies brasileiras. J4 estudos
sobre a composi¢cdo quimica de diversas espécies sdo abundantes (Ambrosio et al., 2004; Spring
et al., 2003; Marquina et al., 2001; Da Costa et al., 1996). Além disso, sdo encontrados trabalhos
referentes ao acimulo de frutanos em raizes tuberosas de espécies de Viguiera (Itaya et al., 2005;

Figueiredo-Ribeiro, 1993; Isejima et al., 1991).
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Diversos estudos apontam a importancia de caracteres anatOmicos para a taxonomia de
espécies de Asteraceae (Fritz & Saukel, 2011; Adedeji & Jewoola, 2008; Castro et al., 1997). O
estudo anatdmico dos 6rgdos vegetativos de Viguiera filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla
pode contribuir para a identificacdo de caracteres diagndsticos entre as espécies e assim, auxiliar
na correta delimitacdo das mesmas.

Apesar de estudos a respeito da fitoquimica de diversas espécies de Viguiera serem comuns,
estes reportam a utilizacdo de extratos vegetais e relacionam a importancia farmacolégica do
género principalmente as lactonas sesquiterpénicas e aos diterpenos (Carvalho et al., 2011;
Nicolete et al., 2009; Arakawa et al., 2008; Ambrosio et al., 2004; Spring et al., 2003; Marquina
et al., 2001; Da Costa et al.,, 1996). Nao sdo encontrados estudos na literatura sobre a
caracterizacdo ou até mesmo utilizagdo farmacoldgica dos Oleos essenciais. O estudo da
composi¢do quimica dos dleos essenciais das espécies aqui apresentadas se faz importante, pois
podem ser tteis do ponto de vista quimiotaxondmico para a delimitacdo das espécies e ainda, no
levantamento de possiveis compostos bioativos.

A respeito das estratégias de propagacdo de espécies do gé€nero Viguiera, apenas para a
espécie brasileira Viguiera robusta foi descrito o comportamento germinativo (Ruggiero &
Zaidan 1997). Existe uma preocupacao quanto a propagagdo das espécies nativas do género, pois
V. filifolia e V. linearifolia constam na lista das espécies da flora brasileira como criticamente em
perigo (Site Cria, 2011; Brasil, 2008) e apesar de V. trichophylla nao constar na lista, a literatura
referente a essa espécie também € escassa. Com isso, estudos sobre a reproducdo de espécies
vegetais sdo importantes para auxiliar na proposta de estratégias que garantam o desenvolvimento
sustentado (Gomes & Fernandez, 2002) e a conservagdo dessas espécies.

Pelas razdes apresentadas, o presente trabalho objetivou descrever a morfoanatomia dos
orgdos vegetativos de Viguiera filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla a fim de levantar
caracteres anatdmicos diagnésticos entre elas, avaliar o rendimento e a composi¢do quimica dos
6leos essenciais dos 6rgaos vegetativos das trés espécies e comparar o perfil quimico a fim de
determinar se existem diferencas que permitam caracterizar quimicamente as espécies e, por fim,
estudar o comportamento germinativo e determinar a faixa ideal de temperatura para a

germinacdo das sementes das trés espécies.
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Figura 1. A-C. Viguiera filifolia. D-F. Viguiera linearifolia. G-1. Viguiera trichophylla. A, D, G. Visao
geral da planta no ambiente natural. B, E, H. Detalhe da inflorescéncia em capitulo. C, F, I. Visa@o geral do

sistema subterrdneo constituido por xilopddio e raizes adventicias. As setas em A, D e G indicam os

individuos de cada espécie.
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Anatomia dos 6rgaos vegetativos de trés espécies de

Viguiera (Asteraceae — Heliantheae) como subsidio para
a taxonomia
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Anatomia dos 6rgaos vegetativos de trés espécies de Viguiera (Asteraceae — Heliantheae)
como subsidio para a taxonomia

Resumo: O género Viguiera é um dos maiores da tribo Heliantheae, com aproximadamente
180 espécies. No Brasil, 27 espécies sdo endémicas. As relagdes filogenéticas dentro do género
ndo estdo bem estabelecidas e estudos baseados apenas na morfologia externa muitas vezes sao
insuficientes. Viguiera filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla sao muito semelhantes em estado
vegetativo, sendo diferenciadas principalmente por caracteres reprodutivos. O objetivo desse
estudo foi descrever a morfoanatomia dos Orgdos vegetativos aéreos e subterraneos a fim de
levantar caracteres anatomicos de valor diagndstico entre as espécies. Individuos de V. filifolia, V.
linearifolia e V. trichophylla foram coletados em Alto Paraiso de Goids/GO, em Ponta Pora/MS e
em Palmeira/PR, respectivamente. As amostras de folhas, caules aéreos, xilopddios e raizes
foram fixadas em FAAsy (1:1:18 formaldeido, acido acético glacial e alcool etilico 50%),
infiltradas em historresina, seccionadas em micrétomo rotativo, coradas e montadas em resina
sintética. Também foram realizados testes histoquimicos em materiais frescos ou fixados. Para a
andlise da superficie foliar ao microscopio eletronico de varredura as amostras foram
desidratadas em série etilica e secas pelo método do ponto critico de CO,, afixadas em suporte
metdlico e cobertas com ouro. Em todos os 6rgdos analisados foi possivel estabelecer um grupo
de caracteres que podem auxiliar na delimitacdo das espécies, principalmente os relacionados a
ocorréncia e posicdo das estruturas secretoras. As espécies V. filifolia e V. trichophylla sio muito
semelhantes tanto na morfologia externa quanto na morfologia interna, principalmente em
relacdo aos caracteres foliares, porém foi possivel estabelecer caracteres Unicos para cada uma
delas. V. linearifolia se confirma como um taxon bem definido pelas diferengas anatomicas aqui

apresentadas.

Palavras-chave: Viguiera filifolia, Viguiera linearifolia, Viguiera trichophylla, caracteres

diagnésticos, morfoanatomia, estruturas secretoras.
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1. Introducao

O género Viguiera é um dos maiores da tribo Heliantheae, com aproximadamente 180
espécies. No Brasil, é representado por 35 espécies (Magenta et al., 2010a) e 27 dessas sdo
endémicas (Magenta, 2006). O género caracteriza-se por plantas perenes, ervas anuais ou
arbustos, folhas opostas ou alternas, simples ou algumas vezes, pinatissectas, capitulos
corimbiformes, paniculados ou solitarios, radiados, envolvidos por bracteas involucrais em duas a
sete camadas. As flores do raio podem ser femininas ou neutras, amarelas, cremes ou laranjas; as
flores do disco geralmente sdo amarelas. Os frutos sdo cipselas obovada-oblongas coroadas por
papus com duas aristas intercaladas por escamas paledceas (Bremer, 1994).

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de esclarecer as relagdes filogenéticas
dentro do género, principalmente relacionados a caracteres morfolégicos (Magenta et al., 2010a;
Magenta, 2006; Panero & Schilling, 1988; Robinson, 1977) e moleculares (Schilling et al., 2000,
1994; Schilling & Panero, 1996, 1991; Schilling & Jansen, 1989), os quais t€ém demonstrado que
Viguiera trata-se de um género parafilético. No entanto, Schilling & Panero (1996) ressaltam que
estudos baseados apenas na morfologia externa muitas vezes sao insuficientes.

As espécies contempladas nesse estudo, Viguiera filifolia Sch. Bip. Ex Baker, V.
linearifolia Chod. & Hassl. e V. trichophylla Dusén pertencem a secdo Trichophylla, segundo a
classificag@o proposta por Blake (1918), que se caracteriza por ervas perenes delicadas virgadas,
resiniferas e arométicas, com hastes longas sem ramifica¢des, com muitas folhas lineares a linear-
filiformes, revolutas e com bracteas involucrais em trés séries, fortemente costadas na parte
inferior, folidceas na superior (Blake, 1918; Magenta, 2006). Em estado vegetativo, essas
espécies sao muito semelhantes, sendo diferenciadas principalmente por caracteres reprodutivos
(Magenta et al., 2010b; Magenta, 2006). Robinson & Moore (2004) considerou V. trichophylla
co-especifica com V. linearifolia sob o nome de Rhysolepis linearifolia (Cav.) H. Rob & Al
Moore. Viguiera linearifolia foi também confundida por Baker (1884) e Blake (1918) com V.
filifolia. Dessa forma, os estudos anatdmicos dos Orgdos vegetativos podem trazer dados
adicionais as caracteristicas morfoldgicas, podendo auxiliar na resolugdo de problemas
taxonomicos (Metcalfe & Chalk, 1983).

Estudos anatdmicos em espécies da familia Asteraceae t€ém apontado sua importancia para a

taxonomia dessas espécies (Fritz & Saukel, 2011; Adedeji & Jewoola, 2008; Castro et al., 1997;
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Wagenitz, 1976; Metcalfe & Chalk, 1950; Solereder, 1908). Além disso, as estruturas secretoras
amplamente distribuidas em espécies dessa familia (Lotocka & Osinska, 2010; Cury &
Appezzato-da-Gléria, 2009; Appezato-da-Gléria et al., 2008b; Gregio & Moschetta, 2006;
Lersten & Curtis, 1988) também possuem grande valor diagndstico. Tais estruturas variam
amplamente quanto a sua morfologia e anatomia e também apresentam considerdvel constancia
quanto a posi¢do em que ocorrem nas espécies (Fahn, 2000; Castro et al., 1997; Kelsey, 1984;
Metcalfe & Chalk, 1950; Solereder, 1908).

Os poucos registros referentes a estrutura anatdomica das espécies do género Viguiera estao
contemplados em Magenta (2006), que realizou a revisao das espécies brasileiras, porém ainda ha
davidas na correta delimitacio das mesmas. Assim, o objetivo desse trabalho foi descrever a
morfoanatomia dos 6rgdos vegetativos aéreos e subterraneos de Viguiera filifolia, V. linearifolia

e V. trichophylla a fim de levantar caracteres anatdmicos de valor diagnostico entre as espécies.

2. Material e métodos

2.1 Material botdnico

As amostras de Viguiera filifolia e V. linearifolia foram coletadas em Alto Paraiso de
Goids-GO (maio/2010) (S 25°22°53,4” e W 49°48°24,0”) e Ponta Pord/MS (22°21°52,7”’S e
55°43°58,1”W) (outubro/2010), respectivamente, ambas em regido de Cerrado. J& V. trichophylla
foi coletada em Palmeira/PR (abril/2010) (S 25°22°53,4” ¢ W 49°48°21,0”), em regido de campo
umido. Apenas a espécie V. filifolia foi coletada em regido preservada (dentro do Parque
Nacional da Chapada dos Veadeiros). As outras espécies foram encontradas em dareas de
vegetacdo que sofrem frequentes alteragdes por agdes antropicas.

As espécies foram identificadas pela especialista Profa. Dra. Mara Angelina Galvao
Magenta e as exsicatas foram registradas e incorporadas ao acervo do Herbédrio da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESA) da Universidade de Sdo Paulo sob os nimeros

ESA111848, ESA113164 e ESA111850.

2.2 Estudos anatomicos

As andlises anatomicas das espécies foram realizadas com os 6rgdos vegetativos, sendo
que para cada 6rgido foram realizadas trés repeticdes. Os 6rgdos analisados foram as folhas

completamente expandidas, caules aéreos, xilopddios e raizes.
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Todo material proveniente do campo foi fixado em FAA 50 (formaldeido, 4cido acético e
alcool etilico 50% na propor¢do 1:1:18) (Johansen, 1940) por dois dias e levado a bomba de
vacuo para a retirada do ar contido nos tecidos. Posteriormente, foi desidratado em série etilica
crescente até etanol 70%, no qual foi estocado.

Como todo material coletado se encontrava em fase reprodutiva, para a anélise das folhas
foram escolhidas folhas das regides nodais localizadas abaixo da ramificacdo das inflorescéncias.
Para isso, regides do terco mediano e dpice foliar foram seccionadas transversal e
longitudinalmente.

Para o caule aéreo foram escolhidas trés regides correspondentes a regido mais jovem
(caule fino), regido mediana e regido proxima ao solo (caule espesso), de acordo com o tamanho
do individuo estudado.

Para o sistema subterraneo foram analisados o xilopddio e as raizes adventicias emitidas
por esse Orgdo. Para o sistema radicular, raizes laterais e raizes adventicias com diferentes
diametros foram seccionadas a fim de analisar o processo de tuberizacdo desses 6rgdos. Essas
raizes foram seccionadas transversal e longitudinalmente.

As amostras de todos os 6rgdos foram desidratadas até etanol 100% e incluidas em
hidroxi-etil-metacrilato (Leica Historesin®) para a obtenciao de blocos. Esses foram seccionados
transversal e longitudinalmente a 6 um de espessura em micrétomo rotatério. O material foi
corado com azul de toluidina 0,05% em tampao fosfato e acido citrico pH 4,5 (Sakai, 1973) e as
laminas montadas em resina sintética “Entellan®” (Merck®).

Para as amostras de folhas foram realizadas também secg¢des transversais 2 mao livre com
auxilio de lamina de barbear e para caules e raizes em micrétomo de deslize, com 30-40 um de
espessura. Essas seccdes foram utilizadas para os testes histoquimicos e para confeccdo de
laminas semipermanentes e permanentes. Para as ldminas semipermanentes, as seccdes foram
clarificadas com hipoclorito de sédio a 20% (v/v) da solucdo comercial a 2,5% (p/p), lavadas em
agua destilada, coradas com safranina e azul de astra (Bukatsch, 1972) e montadas em gelatina
glicerinada. Para as laminas permanentes, apds a coloragdo, as sec¢des foram desidratadas em
série etilica, acetato de butila 50% e 100% e montadas em resina sintética “Entellan®”.

Os testes histoquimicos foram realizados utilizando-se cortes obtidos a partir de material
incluido em historesina e a partir de material cortado a mdo e em micrétomo de deslize. Foram

empregados os seguintes reagentes e corantes: Sudan IV para substancias lipofilicas (Jensen,
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1962), Sudan black B para lipideos totais (Pearse, 1968); cloreto férrico para compostos fendlicos
(Johansen, 1940), vermelho de ruténio para substancias pécticas, polissacarideos e mucilagem
dcida (Johansen, 1940), cloreto de zinco iodado para detec¢do de graos de amido (Strasburger,
1913), floroglucina em meio 4cido para deteccdo de lignina (Johansen, 1940) e reagente de Nadi,
para deteccdo de esséncias e Oleos resinicos (David & Carde, 1964). Para detecc¢ao dos cristais de
inulina as amostras foram analisadas sob luz polarizada em microscopia dptica.

Os registros fotograficos foram realizados em fotomicroscépio trinocular (modelo Leica
DMLB) com camera de video (modelo Leica DC 300 F) e microcomputador acoplados.

Para a andlise da superficie, amostras de folhas e caule aéreo das trés espécies foram
fixadas em solucdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965), desidratadas em série etilica até etanol
absoluto, secas pelo método do ponto critico de CO, (Horridge & Tamm, 1969) no equipamento
Balzers modelo CPD 030, montadas sobre suportes de aluminio e cobertas com uma camada de
ouro de 30 a 40 nm no equipamento Balzers modelo SCD 050. As observagdes e
eletromicrografias foram feitas ao microscépio eletronico de varredura LEO modelo VP 435,

operado a 20 kV, com as escalas das eletromicrografias diretamente impressas nas mesmas.

3. Resultados

3.1 Anatomia foliar

As folhas das trés espécies sdo simples, sésseis e lineares. As folhas de Viguiera filifolia e
V. trichophylla apresentam contorno cilindrico em secc¢do transversal com uma reentrancia na
face adaxial em V. filifolia e na face abaxial em V. trichophylla, nao sendo possivel distinguir o
limite entre as faces adaxial e abaxial (Figuras 1A, 1C). A folha de V. linearifolia em secgao
transversal possui margem revoluta, em formato de “T” (Figura 1B). Ao contrario das outras duas
espécies, nessa podemos identificar claramente as faces adaxial e abaxial do limbo foliar.

A lamina foliar das trés espécies possui apenas uma nervura central aparente, porém quando
examinadas ao estereomicroscépio observa-se que em Viguiera trichophylla e V. linearifolia a
formacgdo de ramificacdo € intensa enquanto em V. filifolia ocorrem poucas ramificagdes. Essa
diferenca também pode ser observada em sec¢des paradérmicas da lamina foliar (Figuras 1D-F).

Em vista frontal, a epiderme de Viguiera filifolia (Figura 1G) apresenta células com paredes

levemente sinuosas enquanto V. linearifolia (Figura 1H) e V. trichophylla possuem células de
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paredes retas. Os estOmatos para as trés espécies sdo do tipo anomocitico, restritos as regides do
mesofilo (Figuras O-Q) e situados no mesmo nivel das demais células epidérmicas (Figura 1P).
Em V. linearifolia os estdmatos ocorrem em ambas as faces, sendo que apenas na face abaxial as
células-guarda estdo projetadas em relacdo as demais células da epiderme (Figuras 10-Q). A
epiderme das folhas das trés espécies € uniestratificada, recoberta por cuticula delgada e algumas
células apresentam conteido fendlico. As paredes das células epidérmicas possuem espessamento
parietal em pectina, evidenciado pelo vermelho de ruténio (dados nao ilustrados), principalmente
nas paredes periclinais externas. Apenas a face abaxial de V. linearifolia apresenta células de
paredes delgadas (Figura 1P).

O indumento das folhas é composto por dois tipos de tricomas tectores, aqui denominados
tipos I e II, e por tricomas glandulares. Para as trés espécies foram visualizados tricomas tectores
de trés células (tipo I) (Figuras 1I-L), sendo as duas basais maiores em formato conico e a célula
terminal com dpice agudo, com paredes contendo ornamentacdes verrucosas chamadas bossas.
Em Viguiera filifolia (Figura 1J) esses tricomas sdo observados nas margens das folhas, em V.
trichophylla (Figura 1L) na regido da nervura central e em V. linearifolia (Figuras 11,K) estdao
distribuidos por toda a l1amina foliar (Figura 1M). O tricoma tector tipo II esta presente nas folhas
das trés espécies. Esses sdo unisseriados, multicelulares e filamentosos (Figuras IM-N). Em V.
linearifolia estdo presentes em grande quantidade recobrindo as criptas formadas pelas margens
revolutas das folhas (Figura 1B) e suas paredes sdo lignificadas. Em V. filifolia e V. trichophylla
esses tricomas sdo escassos € aparecem murchos e, ou sem todas as células na regido da nervura
central em folhas adultas.

Os tricomas glandulares s@o encontrados apenas em Viguiera linearifolia, na face abaxial
da folha (Figuras 1M-N). Sao capitados, bisseriados, formados por cinco pares de células
secretoras que correspondem a cabeca e duas células basais. O exsudato de natureza lipofilica
apresenta 6leos essenciais e acumula-se no espago subcuticular, restrito as duas células distais da
cabeca.

O mesofilo € homogéneo composto por duas a trés camadas de parénquima pali¢cddico de
células alongadas em Viguiera filifolia (Figura 10) e trés a cinco camadas de células mais curtas
em V. trichophylla (Figura 1Q). J4 em V. linearifolia (Figura 1P) o mesofilo é dorsiventral,

apresentando quatro camadas de células de parénquima pali¢ddico e duas a trés camadas de
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parénquima lacunoso, sendo que o parénquima palicddico prolonga-se até as laterais da nervura
central (Figura 1S).

Na regido da nervura central (Figuras 1R-T) as células epidérmicas sdo quadrangulares e
menores que as demais, € 0 espessamento parietal em pectina se mantém nas trés espécies.
Abaixo da epiderme em ambos os lados observam-se de duas a trés camadas de colénquima,
sendo que em Viguiera linearifolia é possivel observar uma projecdo na face adaxial (Figura 1B).

A nervura central de Viguiera filifolia (Figura 1R) apresenta um tnico feixe vascular, do
tipo colateral, envolto por bainha com 4-5 camadas mais internas de células esclerificadas e 2-3
camadas externas de células parenquimaticas. Dois canais secretores de grande porte estdo
localizados no parénquima préximos ao feixe vascular central. V. trichophylla (Figura 1T) difere
de V. filifolia por possuir a bainha de células esclereficadas do feixe central descontinua, por
apresentar canais secretores no floema primédrio e pelo nimero de canais secretores no
parénquima proximo ao feixe central ser igual a trés. Em V. linearifolia (Figura 1S) visualiza-se
um feixe colateral central maior e dois feixes colaterais de menor calibre. No parénquima ha trés
canais secretores de pequeno porte, sendo um voltado para a face adaxial e dois para a face
abaxial.

Para as trés espécies sdo observados feixes colaterais menores posicionados lateralmente a
nervura central, imersos no mesofilo, que podem apresentar bainha de células parenquimaticas
com extensdao que interrompem o parénquima palicddico (Figuras 10-Q). A essas extensdes de
bainha estdo associados canais secretores, que em V. filifolia sdo vistos apenas voltados para a
face adaxial, em V. trichophylla, proximos as duas faces e em V. linearifolia, as extensdes da
bainha atingem ambas as faces da epiderme, mas os canais secretores sao vistos apenas proximos
a face adaxial.

A natureza do exsudato dos canais secretores das trés espécies € lipofilica, confirmada pelo
Sudan IV e se caracteriza principalmente pela presenca de 6leos essenciais, confirmada pelo

reagente de Nadi.
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Figura 1. A,D,G,J,O,R. Viguiera filifolia. B,E.HLKM,N,P.S. V. linearifolia. C,F,L,Q,T. V. trichophylla. A-C.
Contorno da folha em seccdo transversal. D-F. Secgdo paradérmica da folha. Setas indicam ramificacdes das
nervuras. G-H. Paredes das células epidérmicas em vista frontal. I-N. Tipos de tricomas. I-L. Tector Tipo I. M-N.
Tector tipo II (seta maior) e glandular (seta menor). O-Q. Detalhe do parénquima palicddico e nervuras laterais.
Estomatos indicados por setas. R-T. Nervura central. Setas brancas = canais secretores na nervura central; * = canais
secretores nas extensdes da bainha das nervuras laterais. Setas pretas = canais secretores no floema primario.
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3.2 Anatomia do caule aéreo

O caule das trés espécies € cilindrico em seccdo transversal (Figuras 2A-C). A
estrutura primdria apresenta epiderme uniestratificada com células tabulares de paredes
periclinais externas espessas e cuticula delgada (Figura 2B). Observam-se tricomas tectores
do tipo I e Il e os tricomas glandulares descritos para as folhas na superficie do caule jovem
de Viguiera linearifolia (Figura 2D). Em Viguiera trichophylla e em V. filifolia sdo
observados raros tricomas do tipo I. O cértex € constituido por 2-3 camadas de colénquima
na regido subepidérmica e 4-5 camadas de parénquima em V. filifolia (Figura 2A), 2-3
camadas de colénquima e 2-3 camadas de células parenquimdticas em V. trichophylla
(Figura 2C) e 3-4 camadas de colénquima, 6-7 camadas de parénquima em V. linearifolia
(Figura 2B), sendo delimitado internamente pela endoderme com estrias de Caspary. Em V.
linearifolia a endoderme apresenta graos de amido, caracterizando uma bainha amilifera
(Figura 2E). Na regido parenquimatica do cortex estdo imersos canais secretores, de epitélio
simples ou multisseriado e de diametro varidvel. A disposi¢do desses canais € alternada as
calotas de fibras periciclicas e em V. trichophylla (Figura 2C) esses canais sd0 mais
frequentes que nas demais espécies.

No cilindro vascular de Viguiera filifolia (Figura 2F) e V. trichophylla o periciclo
oposto ao floema primdrio forma uma calota de fibras (Figuras 2F-G) e na regido
interfascicular apresenta vérias camadas de células que se lignificam com o
desenvolvimento (Figura 2N). Em V. linearifolia, também formam-se as calotas periciclicas
opostas ao floema primdrio (Figura 2G), porém, na regido interfascicular o periciclo €
formado por uma unica camada de células ndo lignificadas, que pode ser interrompida por
células de floema primario. Nas trés espécies os feixes colaterais sdo abertos (Figuras 2F-
G), separados por parénquima interfascicular. Observam-se canais secretores no floema
primdrio em V. filifolia e V. trichophylla (Figura 2F) e a formacdo de novos canais no
parénquima das proximidades do xilema primério (Figura 2H). A medula € parenquimética
e nas proximidades dos feixes vasculares ocorrem canais secretores de didmetro varidvel,
com epitélio unisseriado (Figuras 21, T).

Nao ha aumento expressivo em didmetro em nenhuma das regides nos caules de
Viguiera filifolia (Figura 2M) e em V. linearifolia (Figura 2P). Nas trés espécies, a estrutura

secundéria do caule mantém a epiderme, embora em V. linearifolia sejam observadas
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divisdes periclinais nas camadas subepidérmicas (Figura 2Q). Para as trés espécies
visualizam-se lenticelas (Figura 2J), cujas células acumulam compostos fendlicos. Células
isoladas no cortex se lignificam (Figura 2K) e em V. linearifolia formam-se grupos de
células lignificadas (Figura 2L). Nas células da endoderme opostas as calotas de fibras
periciclicas ocorrem espessamentos parietais pouco conspicuos em suberina.

Para as espécies Viguiera filifolia (Figuras 2M-N) e V. trichophylla, no cilindro
vascular da estrutura secunddria (Figuras 2M-O), o periciclo ji estd completamente
esclerificado (Figura 2N). As por¢des fasciculares e interfasciculares do cambio possuem
atividades distintas, sendo que a regido fascicular do cdmbio produz xilema e floema
secundérios com todos os elementos do sistema axial, além de raios, enquanto a regido
interfascicular produz apenas raios, cujas células lignificam tanto no floema quanto no
xilema secundarios (Figura 2M). A atividade do cambio fascicular € mais pronunciada em
V. trichophylla que em V. filifolia. As células do parénquima interfascicular alongam-se no
sentido periclinal afastando os feixes vasculares (Figura 20). Além disso, as células do
parénquima perimedular alongam-se no sentido anticlinal e dividem-se aumentando o
nimero de camadas de células da medula e, consequentemente o didmetro do 6rgdo,
principalmente em V. trichophylla (Figura 20). H4 canais secretores na medula das trés
espécies (Figura 2T).

Ja para V. linearifolia (Figuras 2P-S), o periciclo ndo se esclerifica na regido
interfascicular. As por¢des do cambio fascicular e interfascicular apresentam atividade
idéntica (Figura 2R) e contribuem em igual proporcao em células axiais e radiais do xilema
e do floema secunddrios para o crescimento em espessura do caule (Figura 2P). O cambio
produz novos canais secretores no floema (Figupras 2R-S). Algumas células da periferia da
medula aumentam de tamanho, porém diferentemente das demais espécies, nao ha aumento

significativo da medula.
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Figura 2. AJF,JM,N. Viguiera filifolia. B,D,E,G,L,P,Q,R,S. V. linearifolia. C,H,LK,O,T. V. trichophylla. A-C.
Seccdo transversal do caule jovem. D. Tricomas na superficie caulinar. E. Bainha amilifera. F-G. Feixes vasculares.
F. Com canal secretor no floema primario (seta). G. Sem canal secretor no floema primdrio. H-I. Canais secretores na
medula (setas). J-L. Detalhe do cértex. Setas em K, esclereides isolados. M-T. Sec¢des transversais do caule adulto,
na regido proxima ao solo. N. Detalhe do periciclo lignificado. O. Ampliacdo dos raios por aumento da medula.
Cabeca de seta indicam alongamento nas células do parénquima interfascicular. Setas, canais perimedulares. Q.
Divisdes periclinais (setas) nas camadas subepidérmicas. R. Cambio vascular. S. Canal secretor no floema
secundario. T. Canal secretor na medula. Ca = cdmbio vascular; Cf = canal secretor floematico; Cm = canal secretor
medular; En = endoderme; Es = esclereides; Pe = periciclo; * = lume do canal secretor em R, S,T.
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3.3 Anatomia do sistema subterrdneo

O sistema subterraneo das trés espécies € formado por um xilopddio lenhoso (Figura 3A) e
por raizes adventicias e suas laterais (Figuras 4A-C). Esse 6rgdo estd localizado nas camadas
superficiais do solo e apresenta gemas (Figura 3A), muitas delas axilares (Figura 3C), as quais
correspondem as gemas presentes nas bases dos ramos emitidos em periodos anteriores do
desenvolvimento. Possui estrutura anatdmica complexa, devido a auto-enxertia natural entre os
ramos caulinares emitidos nos diferentes periodos de desenvolvimento do 6rgdo (Figura 3B).

O revestimento € epidérmico nos setores correspondentes as bases dos ramos
remanescentes, como visto em Viguiera filifolia e V. trichophylla (Figura 3D), porém nos setores
de maior didmetro, onde ocorrem as auto-enxertias, o revestimento € constituido por um estrato
de células de paredes suberizadas (Figura 3E) resultantes de divisdes periclinais das células da
camada subepidérmica (Figura 3D) ou das camadas de células das regides mais internas do cortex
(Figura 3D). Em V. trichophylla, as duas camadas mais externas desse novo revestimento
acumulam compostos fenolicos (Figura 3D). Em V. linearifolia e V. trichophylla sao observados
espacos internos secretores entre as camadas de células que compdem o revestimento e a
endoderme (Figura 3F).

No cilindro vascular, o periciclo é uniestratificado em V. linearifolia (Figura 3F) e
multiestratificado em V. filifolia e V. trichophylla formando, em alguns setores, grupos de
esclereides (Figuras 3F-H). No floema secundario, apenas no sistema axial sdo observados canais
secretores e grupos de esclereides (Figuras 3F-H). Em V. linearifolia os raios sdo amplos e dessa
forma os canais e as esclereides estdo posicionados mais distantes entre si do que nas outras duas
espécies (Figura 3H). O xilema secundario € bem desenvolvido nas trés espécies e com alto grau
de lignificacdo das células condutoras (Figura 3G-H), principalmente em V. filifolia. E possivel
visualizar muitos elementos condutores obstruidos por tilos (Figura 3I). O xilema primério
apresenta maturacdo centrifuga (Figura 3G, detalhe), o que confirma a natureza caulinar da
estrutura. No centro do 6rgdo encontra-se a medula parenquimatica (Figura 3I) ou parcialmente
esclereficada, como em V. filifolia, e é possivel observar cavidades secretoras perimedulares nas
trés espécies (Figura 31).

Sa@o observados frutanos do tipo inulina no cilindro vascular apenas em V. trichophylla
(Figura 3J). Estes ocorrem no interior de células parenquimaticas dos raios € no interior de

elementos de vaso.
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Figura 3. A. Viguiera filifolia. B,E,F,H,1. V. linearifolia. C,D,G,J. V. trichophylla. A. Sistema subterrineo com
gemas adventicias (setas). B. Auto-enxertia dos ramos caulinares. C. Gema axilar que iniciou o desenvolvimento
(seta) com suas gemas axilares. D-E. Revestimento do 6rgéo, setas indicam as divisdes periclinais. Em (E) as barras
delimitam as células suberizadas que compdem o revestimento. F. Espacos secretores abaixo do revestimento (setas).
G-H. Visdo geral da estrutura do xilopédio. Detalhe em (G) mostra maturagdo centrifuga do xilema primério. Barra
do detalhe = 50 um. I. Medula parenquimatica, setas indicam vasos obstruidos por tilos. J. Cristais de inulina. Cs =
células suberizadas; En = endoderme; Es = esclereides; Ep = epiderme; Fs = floema secundério; Ga = gema axilar;

Pe = periciclo; Rc = ramo caulinar; Xs = xilema secunddrio; * = espacos secretores internos.
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O sistema radicular de todas as espécies € constituido, nas trés espécies, por raizes
adventicias tuberizadas e suas laterais (Figuras 4A-C). Em Viguiera filifolia (Figura 4A), as
raizes adventicias exibem tuberizacdo discreta por toda a sua extensdo enquanto em V.
linearifolia (Figura 4B) e V. trichophylla (Figura 4C) apresentam por¢des ndo tuberizadas e
por¢des com tuberizagdes conspicuas, as quais se concentram nas extremidades das raizes. Em V.
filifolia, as raizes laterais de menor didmetro podem exibir associacdo com fungos (Figura 4D).

As raizes laterais no inicio da estrutura secunddria (Figura 4E) sdo revestidas pela epiderme
uniestratificada com pélos radiculares. No cortex, a exoderme possui uma camada de células,
com paredes espessadas em suberina. A camada do parénquima cortical subepidémica divide-se
periclinalmente e as células resultantes apresentam paredes suberizadas (Figura 4J). Nas demais
camadas, vdrias células exibem divisOes anticlinais e algumas periclinais, e internamente o cortex
€ delimitado pela endoderme com estrias de Caspary (Figura 4F). Na regido mais interna do
cortex hd canais secretores cujo epitélio é delimitado por nimero varidvel de células originadas
do parénquima cortical e de derivadas da endoderme. Os canais secretores situam-se opostos ao
floema primario. Em Viguiera linearifolia os canais endodérmicos sdo delimitados, no inicio, por
duas células endodérmicas e duas células do parénquima cortical (Figura 4F) e encontram-se
distribuidos por toda a circunferéncia do 6rgdo. No cilindro vascular sélido, o periciclo possui
uma camada de células. O cambio de origem periciclica inicia a formagao dos raios vasculares
opostos aos poélos de protoxilema, enquanto o cambio de origem procambial forma todos os
elementos dos sistemas axial e radial do floema e xilema secunddrios. As células adjacentes ao
xilema primaério ja sdo lignificadas (Figura 4E).

As raizes adventicias (Figuras 4G-H), diferentemente da por¢do descrita anteriormente,
possuem cilindro vascular oco com ampla medula parenquimatica desde a sua estrutura primaria.
Ja no inicio da estrutura secundéria observa-se que a distribuicdo dos tecidos vasculares difere
entre as espécies tanto nas raizes que tuberizam quanto nas ndo tuberizadas. Em V. filifolia o
floema e xilema secundérios estdo separados por faixas de células parenquimaticas (Figura 4G),
enquanto nas outras duas espécies o cambio forma um cilindro vascular continuo de floema e
xilema secundérios (Figura 4H).

Nas raizes adventicias de Viguiera tricophylla que ndo tuberizam e nas por¢des nao
tuberizadas das raizes que tuberizam das trés espécies, a epiderme € substituida por um estrato de

células de paredes suberizadas resultantes de divisdes periclinais na camada celular abaixo da
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exoderme (Figura 4]). E possivel verificar lenticelas no revestimento (Figura SA). No cértex sio
observadas esclereides isoladas em V. filifolia (Figura 5C), em grupos em V. linearifolia (Figura
5D) enquanto em V. trichophylla ndo se observam esclereides. Em V. linearifolia, na por¢ao logo
abaixo das células suberizadas, surgem cavidades secretoras no parénquima cortical (Figura 4I).
Os canais secretores derivados da endoderme t€m o seu lume aumentado por divisdes das células
epiteliais (Figura 5B) e a endoderme adiciona novas camadas ao cértex por divisdes periclinais.

O cilindro vascular possui periciclo uniestratificado e cambio vascular com atividade
semelhante ao ja descrito para a raiz lateral em V. linearifolia e V. trichophylla. Em V. filifolia, o
cambio de origem periciclica produz apenas raios que podem se lignificar com o
desenvolvimento do 6rgao dificultando a sua visualizacdo em alguns setores (Figuras SE-F). O
cambio de origem procambial, apenas nas por¢des coincidentes com os tecidos vasculares
primdrios, produz todos os elementos dos sistemas axial e radial, incluindo os canais secretores
floemédticos (Figura 5F). Nas demais por¢des, o cambio produz apenas parénquima radial
(Figuras 5C,F). Portanto, em V. linearifolia (Figura 5D) e em V. trichophylla a atividade cambial
forma um cilindro continuo nessa porcao enquanto em V. filifolia as estruturas vasculares ficam
separadas por faixas de células parenquimadticas, dando a falsa impressdo de feixes vasculares
(Figura 5C). A medula apresenta uma pequena ampliacdo por divisdes celulares do parénquima,
em especial, na regido perimedular, nas trés espécies (Figuras 5C-D) e em V. filifolia algumas
células se lignificam (Figura 5C).

O que diferencia as por¢des tuberizadas das ndo tuberizadas nas raizes € a ampliacdo da
medula nas primeiras (Figuras 5G-I). Na por¢do tuberizada, a atividade cambial € discreta
(Figuras 5G-H), ocorre a ampliagdo da medula por hipertrofia e hiperplasia das células do
parénquima medular (Figura 5I), aumentando a distancia entre os elementos condutores
primadrios, contribuindo para a tuberizagdo do 6rgdo. Nas porcdes entre as estruturas vasculares, a
atividade cambial contribui com células parenquimdticas e alguns elementos condutores e fibras
para o interior do 6rgao e com floema secundério e canais secretores para o exterior (Figuras SH-
I). Sao observadas cavidades secretoras distribuidas por toda a medula em V. linearifolia (Figura
5)) e em V. trichophylla (Figura 5K), porém na tultima o lume é menor em relagdo ao das
cavidades de V. linearifolia. As cavidades sdo ausentes na medula de V. filifolia (Figura SL).

Nas trés espécies estudadas sdo observados cristais de inulina em células corticais, nas

células parenquimaticas da medula nas proximidades da estrutura vascular (Figura 5L), no
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interior de elementos de vaso e no lume dos canais secretores (Figura SM) de todas as regides
analisadas.
As principais caracteristicas anatdmicas distintivas dos diferentes 6gdos analisados das

espécies Viguiera filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla estao apresentadas na tabela 1.

Figura 4. A,D,E,G. Viguiera filifolia. B,F,H,1J. V. linearifolia. C. V. trichophylla. A-C. Visdo geral do sistema
subterraneo. D. Raiz lateral com associag@o de fungos (setas). E. Vis@o geral da raiz lateral. F. Canais endodérmicos.
G-H. Por¢éo nao tuberizada da raiz adventicia em inicio de estrutura secunddria. I. Cavidades corticais. J. Estrato de
células suberizadas que compdem o revestimento do 6rgio submetidas ao reagente Sudan IV. En = endoderme; * em
F = canais secretores e em I = Espagos secretores.
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Figura 5. C,E,F,G,L. Viguiera filifolia. B,D,J,N. V. linearifolia. A HLK.M. V. trichophylla. A. Revestimento da
estrutura secunddria com lenticela. B. Canais de origem endodérmica com lume aumentado. C-D. Porc¢do ndo
tuberizada da raiz em estrutura secunddria. E-F. Formacdo de raios opostos ao pdlo de protoxilema (seta). G-K.
Por¢do tuberizada da raiz adventicia. J-K. Cavidades secretoras na medula parenquimatica. L-M. Por¢do ndo
tuberizada da raiz adventicia. Cristais de inulina visualizados sob luz polarizada. Ca = cambio vascular; Es =
esclereides; Ex = exoderme; Fs = floema secunddrio; Pm = parénquima medular; Xs = xilema secunddrio; * =
cavidades secretoras.
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Tabela 1. Resumo das principais caracteristicas anatdmicas distintivas entre Viguiera filifolia, V.

linearifolia e V. trichophylla.

(Continua)
Orgao Caracteres V. filifolia V. linearifolia V. trichophylla
Cilindrica, Cilindrica,
Contorno da folha em ) .
reentrancia na Em “T” reentrancia na face
seccdo transversal ) )
face adaxial abaxial
Uninérvea com ) ) )
o Uninérvea com intensa Uninérvea com
Venagio ramificacoes o ) o
ramificacdo intensa ramificacao
escassas
Paredes das células )
Folha . ) ) Sinuosas Retas / retas Retas
epidérmicas em vista frontal
Tricomas glandulares Ausentes Presentes Ausentes
Tipo de mesofilo Homogéneo Dorsiventral Homogéneo

Canais secretores na nervura

2 grandes ao

3 pequenos ao redor

3 grandes ao redor

central redor do feixe do feixe do feixe
Canais secretores no floema
) ) Ausentes Ausentes Presentes
primario
Raramente Tricomas tipo I, Il e Raramente tricoma
Indumento ) ) )
tricoma tipo I glandulares tipo I
Bainha amilifera Ausente Presente Ausente

Periciclo interfascicular

Viarias camadas

Uma camada que nao

Virias camadas que

que lignificam lignifica lignificam
Caule aéreo Canais secretores no floema
o Presentes Ausentes Presentes
primario
Atividade cambial das o ) o
o ) Distinta Idéntica Distinta
regides inter e fascicular
Canais no floema
) Ausentes Presentes Ausentes
secunddrio
Espagos internos abaixo do
) Ausentes Presentes Presentes
revestimento
Xilopédio Periciclo Virias camadas Uniestratificado Virias camadas

Sistema radial

Raios estreitos

Raios Amplos

Raios estreitos

Frutanos

Ausentes

Ausentes

Presentes
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Tabela 1. Resumo das principais caracteristicas anatdmicas distintivas entre Viguiera filifolia, V.

linearifolia e V. trichophylla.

(Continuagao)

o Discreta e Conspicua, nas Conspicua, nas
Tuberizagdo das raizes ) ) )
uniforme extremidades extremidades
. Presentes,
Esclereides no cortex ) Presentes, em grupos Ausentes
isolados
Cavidades pds-formadas no
. Ausentes Presentes Ausentes
Raizes cortex
Atividade de cambio de
origem procambial na Diferenciada Idéntica Idéntica

por¢do ndo tuberizada

) Presentes, lume
Cavidades na medula Ausentes Presentes, lume amplo )
reduzido

4. Discussao

A anatomia dos 6rgdos vegetativos apresentou caracteristicas que podem auxiliar na
delimitacdo das espécies em estudos taxondmicos.

As folhas das trés espécies possuem limbo reduzido, sendo que em Viguiera filifolia e V.
trichophylla essas folhas sdo lineares, com grande compactagdo do mesofilo, enquanto em V.
linearifolia ainda € possivel visualizar uma pequena expansao do limbo com margens revolutas,
formando criptas na face abaxial das folhas. Essas modificagdes sdo caracteristicas de folhas
ericoides, amplamente relatadas para espécies da familia Ericaceae e revelam adaptagdes
extremas as condi¢des ambientais (Dickson, 2000).

Apesar das folhas serem Orgdos caracteristicamente pldsticos, que podem sofrer
adaptacdes morfoldgicas, anatomicas e fisioldgicas em resposta ao ambiente, os caracteres
anatomicos foliares apresentados mostraram-se uteis para a delimitacdo das espécies,
principalmente os relacionados a posi¢do e a ocorréncia das estruturas secretoras nos feixes
vasculares. Também sdo caracteres foliares tteis o padrdo de venagdo e o contorno da parede das

células epidémicas em vista frontal.
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A ocorréncia e posi¢do das estruturas secretoras tem sido relacionadas como uteis na
identificacdo de espécies de Asteraceae por diversos autores (Appezzato-da-Gléria & Cury, 2011;
Fritz & Saukel, 2011; Cury & Appezzato-da-Gléria, 2009; Appezzato-da-Gloria et al., 2008b;
Del-Vechio-Vieira et al., 2008; Milan et al., 2006; Lotocka & Geszprych, 2004; Lersten & Curtis,
1989, 1988, 1986; Fahn, 1979; Metcalfe & Chalk, 1950; Solereder, 1908), assim como a natureza
do material secretado (Fahn, 1979; Metcalfe & Chalk, 1950; Solereder, 1908). Castro et al.
(1997) propuseram uma chave de identificacdo baseada apenas na anatomia das estruturas
secretoras presentes nas folhas de espécies de diferentes géneros da familia Asteraceae do
Cerrado, incluindo duas espécies de Viguiera, o que mostra que essas estruturas t€ém valor
diagnéstico a nivel genérico.

Os canais e cavidades secretoras e os tricomas glandulares sdo estruturas comuns em
espécies de Asteraceae e estdo relacionados a presenca de compostos do metabolismo secundario
que sdo responsdveis pelas atividades farmacoldgicas relatadas para diversas espécies, inclusive
do género Viguiera (Ambrésio et al., 2004; Spring et al., 2003; Marquina et al., 2001; Da Costa et
al., 1996). Nas espécies aqui estudadas, tais estruturas secretam substancias lipofilicas, ricas em
terpenos de baixo peso molecular, que caracterizam os 6leos essenciais (Capitulo 2).

Nos caules aéreos, as diferencas anatdmicas foram menos evidentes, mas foi possivel
estabelecer algumas caracteristicas relacionadas ao cilindro vascular, tais como a atividade
cambial diferenciada entre as porgdes fascicular e interfascicular, que podem auxiliar na
comparacao entre as espécies. Além disso, a atividade cambial descrita para os caules aéreos de
Viguiera filifolia e V. trichophylla ndo é usualmente relatada para espécies de Asteraceae (Budel
& Duarte, 2008; Del-Vechio-Vieira et al. 2008; Empinotti & Duarte, 2008). Adamson (1934)
relatou um tipo de crescimento secunddrio andmalo para a por¢do caulinar do género Athrixia
(Asteraceae) no qual hd a formacdo de tecidos vasculares secunddrios pelo cambio apenas nas
regides fasciculares, sendo que nas por¢des interfasciculares o cambio nio se diferencia e as
células do parénquima se lignificam. Nas espécies V. filifolia e V. trichophylla, diferentemente do
descrito pelo autor acima, nas porcdes interfasciculares ha a diferenciacdo do cambio vascular,
mas nessa regido apenas sdo formados raios parenquimdticos que se lignificam com o
desenvolvimento.

O sistema subterraneo composto por um caule subterraneo espessado que, no caso de

Viguiera filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla trata-se de um xilopddio, e por raizes
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adventicias tuberosas € caracteristico de espécies de Asteraceae, principalmente as que se
desenvolvem no Cerrado (Appezzato-da-Gloéria & Cury, 2011; Appezzato-da-Gloria et al. 2008a;
Alonso & Machado, 2007; Hayashi & Apezzato-da-Gléria, 2007; Appezzato-da-Gléria &
Estelita, 2000;). As fungdes atribuidas aos 6rgdos subterrineos espessados sdo reserva de
nutrientes, resisténcia as condi¢cdes ambientais adversas como seca e passagem de fogo,
capacidade de rebrotamento e propagacdo vegetativa (Fidelis et al., 2009; Rizzini & Heringer,
1961). No caso dos xilopddios, a principal fun¢do relaciona-se ao seu potencial gemifero
(Appezzato-da-Gloria & Cury, 2011; Fidelis et al., 2009), pois a estrutura pode apresentar
diversas gemas distribuidas por toda a superficie do 6rgdo (Fidelis et al., 2009; Appezzato-da-
Gléria et al. 2008a; Appezzato-da-Gléria, 2003) que em resposta as condicdes ambientais
favoraveis podem rebrotar, garantindo a sobrevivéncia dessas espécies em seu ambiente.

As caracteristicas anatOmicas levantadas para as raizes também permitem uma
delimitacdo entre as espécies. Destacam-se, mais uma vez, a ocorréncia e posicao das estruturas
secretoras, sendo elas, a presenca de cavidades pds-formadas no cortex de Viguiera linearifolia e
a presenca de cavidades secretoras de lume amplo na medula parenquimatica de V. linearifolia e
de lume reduzido em V. trichophylla. Para V. filifolia essas cavidades estdo ausentes nas duas
porcoes.

O revestimento das raizes e xilopddios em estrutura secunddria observado nas espécies
desse estudo é constituido por um estrato de células de paredes suberizadas originadas a partir de
divisdes periclinais das camadas de células mais externas no cortex, assemelhando-se ao suber
estratificado relatado para espécies de monocotiledoneas. Embora ndo seja relatado esse tipo de
revestimento para espécies de eudicotiledoneas, Angyalossy (2006) observou revestimento
semelhante no caule de Eucalyptus paniculata.

O processo de tuberizacdo verificado nas raizes adventicias das trés espécies, com
destaque para as tuberizacdes conspicuas de Viguiera linearifolia e V. trichophylla deve-se,
principalmente, as divisdes das células da medula parenquimética, com pouca contribui¢do do
cambio vascular. Em outras espécies de Asteraceae, tais como Vernonia oxylepis (Vilhalva &
Appezzato-da-Gloria, 2006b) e V. brevifolia (Hayashi & Appezzato-da-Gloria, 2007), a
tuberizacao resulta da proliferagdo do periciclo, enquanto que em Gyptis lanigera (Appezzato-da-
Gléria et al., 2008a), Mandevilla illustris e M. velutina (Appezzato-da-Gloria & Estelita, 2000), a

atividade cambial € responsavel pela producdo de tecidos vasculares secundarios com grandes
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quantidades de células parenquimaticas e em Smallanthus sonchifolius (Machado et al., 2004), a
tuberizacdo se dé por divisdes das células do cortex interno. Processo de tuberizacdo semelhante
ao observado nas espécies desse estudo foi relatado para o tubérculo de Solanum tuberosum, no
qual a formagao do tubérculo se dd, principalmente, por divisdes das células da zona perimedular
(Artschwager, 1924; Artschwager, 1918).

A atividade cambial das raizes de Viguiera linearifolia e V. trichophylla segue o padriao
descrito para as angiospermas em geral, ou seja, o cambio possui atividade idéntica formando um
cilindro continuo no 6rgdo (Appezzato-da-Gloéria & Hayashi, 2006). No entanto, na por¢ao nao
tuberizada das raizes de V. filifolia, o cambio posicionado oposto aos tecidos vasculares primarios
produz floema e xilema secunddrios com todos os elementos dos sistemas axial e radial. Nos
demais setores, o cambio produz apenas parénquima vascular, o que confere a estrutura uma falsa
impressao de feixes vasculares, como ocorre em uma estrutura caulinar. Portanto, assim como na
estrutura do caule aéreo, a atividade cambial diferenciada na por¢do nao tuberizada das raizes
pode auxiliar na diferenciacdo das espécies.

As raizes tuberosas das trés espécies e o xilopddio de Viguiera trichophylla acumulam
frutanos na forma de cristais de inulina. A presenca de cristais de inulina ja foi considerada como
caracteristica da familia Asteraceae por Solereder em 1908. Diversos estudos relatam a presenga
de frutanos em sistemas subterraneos e raizes tuberosas (Hayashi & Appezzato-da-Gloria, 2007;
Portes & Carvalho, 2006; Vilhalva & Appezzato-da-Gléria, 2006a, 2006b; Van den Ende et al.,
2005), inclusive em raizes de espécies de Viguiera (Itaya et al., 1999; Teturliano & Figueiredo-
Ribeiro, 1993; Isejima et al., 1991). Os frutanos desempenham um importante papel na regulacao
osmdtica, o que permite a sobrevivéncia e o desenvolvimento dessas espécies em ambientes com
pouca disponibilidade hidrica (Vilhalva et al., 2011; Valluru & Van den Ende, 2008; Figueiredo-
Ribeiro, 1993; Brocklebank & Hendry, 1989). Assim, a capacidade de rapida metabolizacio e
utilizacdo desses frutanos quando as condi¢cdes ambientais se tornam favordveis, como um
episddio de chuva, por exemplo, aumenta a vantagem das plantas que acumulam esses
polissacarideos e que estdo adaptadas a sobreviver em condi¢des tempordrias de seca
(Figueiredo-Ribeiro, 1993).

Com os caracteres anatdmicos levantados nesse estudo foi possivel estabelecer um quadro
comparativo que permite diferenciar as espécies anatomicamente. Nota-se que as espécies

Viguiera filifolia e V. trichophylla sao muito semelhantes tanto na morfologia externa quanto na
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morfologia interna, principalmente em relacdo aos caracteres foliares, porém foi possivel
estabelecer caracteres Unicos para cada uma delas. V. linearifolia se confirma com um tdxon bem

definido pelas diferencas anatdmicas aqui apresentadas.
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Composicao quimica do éleo essencial dos 6rgaos vegetativos de trés espécies de Viguiera
(Asteraceae — Heliantheae)

Resumo: O género Viguiera ¢ um dos maiores da familia Asteraceae e por isso, as relagdes
entre as espécies ndo estdo bem estabelecidas. Viguiera filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla
sdo ervas aromdticas e potencialmente resiniferas, muito semelhantes morfologicamente e se
diferenciam apenas por caracteristicas morfoldgicas reprodutivas. Estudos sobre a composi¢ao
dos o6leos essenciais (OE’s) das espécies podem ser uteis do ponto de vista taxondmico,
auxiliando na delimita¢do das mesmas. Além disso, podem auxiliar no levantamento de possiveis
compostos bioativos. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o rendimento e a composicao
quimica dos OE’s dos diferentes o6rgaos das trés espécies e comparar o perfil quimico a fim de
determinar se existem diferencas na composi¢ao dos OE’s que possam servir como marcadores
quimicos. As extragoes dos OE’s das folhas, caules aéreos, raizes e xilopodios foram realizadas
por hidrodestilacdo em sistema Clevenger, a andlise da composi¢cdo quimica através de
Cromatografia a Gas acoplada a Espectometria de Massas e a identificagdo dos compostos por
comparacdo com dados da biblioteca, co-injecao de padrdes de hidrocarbonetos para calculo do
indice de Kovatz e dados da literatura. O rendimento dos OE’s foi diferente entre as espécies
assim como a sua composicdo quimica. Foi possivel identificar alguns compostos que ja foram
apontados em estudos fitoquimicos com diversas atividades bioldgicas. Também se identificou
compostos exclusivos as espécies (copaeno, cipereno, t-cariofileno e [B-gurjuneno para V.
filifolia; germacreno B, carotol, cubenol e a-cadineno para V. linearifolia e p-cimeno e a-
longipineno para V. trichophylla) que podem em conjunto com 0S compostos comuns as trés
espécies, fornecer um perfil quimico caracteristico para cada uma das espécies, auxiliando na

separacdo das mesmas.

Palavras-chave: Viguiera filifolia, Viguiera linearifolia, Viguiera trichophylla,

quimiossitemadtica, redimento.
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1. Introducao

Viguiera Kunth € um dos géneros mais representativos da familia Asteraceae (Compositae),
exclusivamente americano, com aproximadamente 180 espécies (Magenta, 2006; Bremer, 1994).
No entanto, alguns estudos apontam que ndo se trata de um grupo monofilético (Magenta, 2006;
Robinson & Moore, 2004; Schilling et al., 2000; Schilling & Panero, 1991) e as relacdes entre as
espécies ndo estdo bem estabelecidas.

Viguiera filifolia Sch. Bip. ex Baker, V. linearifolia Chodat e V. trichophylla Dusén sao
ervas perenes, providas de sistema subterrdneo espessado, aromdticas e potencialmente
resiniferas (Magenta, 2006). Essas espécies pertencem a mesma secdo (Trichophylla) na
classificagdo proposta por Blake (1918) e de acordo com Magenta (2006), sdo espécies muito
semelhantes, que se diferenciam apenas por caracteristicas morfolégicas reprodutivas.

Os oleos essenciais e as resinas sdo misturas complexas de substincias lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas (Simdes & Spitzer, 2010; Bakkali et al., 2008), e que no caso
dos 6leos contém predominantemente terpenos volateis de baixo peso molecular (Fahn 2000;
Fahn, 1979). Tais materiais de natureza lipofilica sdo secretados por uma variedade de estruturas
anatdmicas, como idioblastos, tricomas, cavidades e ductos (Fahn, 2000).

Na natureza, os 6leos essenciais desempenham importantes funcdes, entre elas atracdo de
polinizadores e dispersores de sementes, protecdo contra herbivoria, ag¢do antimicrobiana,
antiviral e antifungica, entre outras (Bakkali et al., 2008; Wink, 2003; Fahn, 2000; Harborne &
Turner, 1984). Além disso, esses compostos tém sido utilizados pelo homem através do tempo, e
sdo comercialmente importantes, com aplicacdo na inddstria alimenticia, cosmética e
farmacéutica (Bakkali et al., 2008; Harborne & Turner, 1984).

A ocorréncia de 6leos essenciais em espécies de Asteraceae tem sido amplamente relatada
(Maia et al., 2010; Borsato et al., 2007; Ferronato et al., 2007; Castro et al., 2006; Agostini et al.,
2005; Corréa et al., 2004). Para as espécies brasileiras de Viguiera ndo se encontram estudos na
literatura sobre a caracteriza¢do ou até mesmo utilizacdo farmacoldgica dos 6leos essenciais. No
entanto, estudos sobre a fitoquimica de diversas espécies (Ambrosio et al., 2004; Spring et al.,
2003; Marquina et al., 2001; Da Costa et al., 1996) tém destacado a importancia farmacoldgica

do género.
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A atividade farmacolégica das plantas de Viguiera € atribuida as lactonas sesquiterpénicas
(Da Costa, 2008), substancias utilizadas no tratamento de doencas inflamatdrias na medicina
tradicional (Siedle et al., 2004). Esses compostos apresentam uma variedade de atividades tais
como antibacteriana em Viguiera dentata (Canales et al., 2008), antimicrobiana em V. arenaria
(Porto et al., 2009), antiinflamatéria, analgésica (Valério et al., 2007) e citotoxica (Arakawa,
2007) em V. robusta.

Estudos sobre a composi¢ao quimica dos Oleos essenciais também podem auxiliar no
levantamento de possiveis compostos bioativos, que muitas vezes se mostram mais ativos € com
efeitos colaterais mais amenos (Ambrosio et al., 2008). Alguns estudos ja mostram a utilizacio de
Oleos essenciais de espécies de Asteraceae para diversos fins, tais como atividade antimicrobiana
em espécies de Baccharis (Ferronato et al., 2007), atividade inseticida em Tagetes minuta
(Cestari et al., 2004), atividade antimicrobiana e antioxidante em Achiella millefolium (Candan et
al., 2003) e atividade antiinflamatéria nos 6leos de Porophyllum ruderale e Conyza bonariensis
(Souza et al., 2003). Para espécies de Viguiera, a utilizacdo de dleos essenciais foi relatada
apenas pelo estudo de Canales et al. (2008), que mostram a acdo antibacteriana do 6leo essencial
da espécie mexicana Viguiera dentata.

Do ponto de vista taxondmico, estudos sobre Oleos essenciais t€ém sido tteis na
delimitacdo de espécies, na detec¢do de hibridizacdo em populacdes naturais, na confirmacio da
presenca de racas geogréficas e de limites genéricos e tribais (Alvarenga et al., 2001; Harborne &
Turner, 1984). O uso de dados quimicos para a resolucdo de problemas taxonOmicos tem
aumentando consideravelmente nos ultimos anos, principalmente em estudos com espécies de
gimnospermas, nas quais esses compostos sdo amplamente distribuidos (Harborne & Turner,
1984). A escassez desse tipo de estudo com familias de angiospermas pode estar relacionada com
a sua distribuicdo irregular no grupo (Harborne & Turner, 1984), mas mesmo assim, estudos com
espécies de Asteraceae (Alvarenga et al., 2005; Alvarenga et al., 2001; Emericiano et al., 1987;
Ferreira & Gottlieb, 1982) t€ém se mostrado valiosos na resolu¢dao de problemas taxon6micos em
varios niveis hierdrquicos (Hegnauer, 1977).

A familia Asteraceae, por ser uma das maiores familias de angiospermas, possui relagoes
taxondmicas muito complexas e os caracteres quimicos se mostram de grande importancia no
processo de revisdo da sistemadtica da familia (Harborne & Turner, 1984). Diante do exposto, o

objetivo desse trabalho foi avaliar o rendimento e a composi¢ao quimica dos dleos essenciais dos
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diferentes 6rgdos vegetativos de Viguiera filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla e comparar o
perfil quimico das espécies a fim de determinar se existem diferencas na composicio dos 6leos

essenciais que possam servir como marcadores quimicos.

2. Material e métodos

2.1 Material vegetal

Amostras de 6rgdos vegetativos aéreos e subterraneos de Viguiera filifolia Sch. Bip. ex
Baker, V. linearifolia Chodat e V. trichophylla Dusén foram obtidas a partir de populacdes
naturais de Alto Paraiso de Goias/GO (S 25°22°53,4” e W 49°48°24,0”) em maio de 2010, em
Ponta Pora/MS (S 22°21°52,7” ¢ W 55°43°58,1”) em outubro de 2010 e em Palmeira/PR (S
25°22°53,4” ¢ W 49°48°21,0”) em abril de 2010, respectivamente.

As espécies foram identificadas pela especialista Profa. Dra. Mara Angelina Galvao
Magenta e as exsicatas foram registradas e incorporadas ao acervo do Herbario da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESA) da Universidade de Sao Paulo sob os niimeros:
V. filifolia - ESA111848, V. linearifolia - ESA113164 e V. trichophylla - ESA111850.

O material fresco foi coletado e armazenado para transporte em folhas de jornal
umedecidas, dentro de sacos plasticos. Esse material foi mantido refrigerado com auxilio de gelo

em gel em sacola térmica até o preparo para a extra¢do no laboratorio.

2.2 Extracdo do dleo essencial

A extracdo do Oleo essencial foi realizada por hidrodestilagio em sistema do tipo
Clevenger. Para cada espécie foram realizadas quatro extracdes (uma para cada 6rgdo: folhas,
caules aéreos, raizes e xilopddios) utilizando-se material vegetal fresco, o qual foi fracionado
para otimizar a extracdo do 6leo essencial. As massas das estruturas variaram de acordo com a
disponibilidade de material no momento da coleta e estdo apresentadas na tabela 1.

O material vegetal foi depositado em um baldo de fundo redondo seguido da adi¢do de
1000 mL a 3000 mL de 4gua destilada (dependendo do material contido no baldo) e procedeu-se
a hidrodestilacdo durante 3 horas. Ao término da extracdo os sistemas foram resfriados, o 6leo
recolhido com auxilio de pipeta de Pasteur quando o rendimento permitia, ou a fase aquosa foi

extraida com diclorometano (3 x 50 mL) e as fases organicas agrupadas e evaporadas a vicuo em
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evaporador rotativo. Os 6leos resultantes foram pesados em balanga analitica, os rendimentos

determinados e posteriormente armazenado em frasco de vidro ambar em freezer.

Tabela 1. Massa fresca utilizada de folhas, caules aéreos, raizes e xilopddios para a extracdo do dleo

essencial de Viguiera filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla.

Massa fresca (g)

Espécie
Folhas Caules aéreos Raizes Xilopédios
V. filifolia 302,3 401,3 500 307,5
V. linearifolia ~ 337,5 394.8 1003,5 2454
V. trichophylla 500 600 1000 600

2.3 Andlise da composicdo quimica dos oleos essenciais

As amostras dos Oleos essenciais foram analisadas por Cromatografia a Gas acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM), em cromatografo HP 5890 série 11 (Palo Alto, CA, USA)
equipado com detector seletivo de massas Hewlett-Packard 5971, injetor split/splitless, coluna
capilar HP-5 (25 m x 0,20 mm x 0,33 um); temperaturas: injetor = 220 °C, detetor = 280 °C,
coluna = 60 °C, 3 °C.min-1, 240 °C (7 min); vazdo do gés de arraste (He super seco) = 1,0
mL.min"', com as amostras dissolvidas em acetato de etila na concentragdo de 20 mg/mL.

A identificacdo dos compostos foi feita por comparacao dos espectros de massas com dados
da biblioteca NIST-05, co-injecdo de padrdes de hidrocarbonetos para cdlculo do indice de
Kovatz e dados descritos por Adams (2007).

As extragOes e andlises dos 6leos essenciais foram realizadas na Divisdo de Quimica
Organica e Farmacéutica, no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e

Agricolas, da Unicamp.

3. Resultados

O rendimento do 6leo essencial para as espécies, nos diferentes 6rgdos encontra-se na

tabela 2.
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Tabela 2. Rendimento do 6leo essencial dos diferentes 6rgaos de espécies de Viguiera.

Rendimento do oleo essencial (% m/m)

Orgio / Espécie
V. filifolia V. linearifolia V. trichophylla
Folhas 1,29 0,05 1,01
Caules aéreos 0,09 0,07 0,17
Raizes 0,22 0,23 0,27
Xilopédios 0,12 0,14 0,08

A composicdo quimica do 6leo essencial de Viguiera filifolia apresenta monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos, com predomindncia de monoterpenos. Foram identificados 16
compostos, alguns foram encontrados apenas no 6leo essencial proveniente dos 6rgdos aéreos,
principalmente dos caules aéreos e outros apenas no 6leo dos 6rgaos subterraneos (Tabela 3). Na
figura 1 estdo apresentados os cromatogramas dos OE’s dos diferentes 6rgaos de V. filifolia.

O 6leo essencial de Viguiera linearifolia também apresenta monoterpenos e sesquiterpenos.
Para o sistema subterrineo foram identificados apenas monoterpenos, para as folhas e caules
aéreos, mono e sesquiterpenos (Figura 2, tabela 4).

O Oleo essencial de Viguiera trichophylla se caracteriza por predominancia de
monoterpenos, em todos os 6rgdos (Figura 3). As porcentagens relativas dos constituintes

identificados nos OE’s estdo apresentadas na tabela 5.
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Figura 1. Cromatogramas de Viguiera filifolia dos diferentes o6rgios vegetativos. Nimeros dos picos

correspondem aos nimeros da tabela 6. Setas = diterpenos nao identificados. Tempo em minutos.
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Tabela 3. Composicdo quimica e porcentagens relativas dos compostos nos 6leos essenciais dos diferentes

orgdos vegetativos de Viguiera filifolia.

% relativa

Composto tR (min) IK_ .
Folha  Caule aéreo Raiz Xilopddio
Monoterpenos 94,6 85,11 85,48 82,68
a—pineno 4,94 936 5,86 9,39 70,01 69,18
Canfeno 5,21 948 - 0,31 4,0 5,2
Sabineno 5,79 972 - - 1,13 0,8
B-pineno 5,89 976 0,38 0,38 1,6 1,04
Mirceno 6,24 991 86,0 73,1 1,45 2,94
D-limoneno 7,37 1027 1,56 1,38 1,12 0,9
B-ocimeno 7,65 1036 0,83 0,56 1,52 0,75
Acetato de bornila 17,20 1284 - - 4,63 1,86
Sesquiterpenos 4,88 12,22 8,2 5,57
Copaeno 20,87 1372 - - 0,88 1,17
Cipereno 21,81 1395 - - 5,17 3,56
t-cariofileno 22,60 1415 - 0,77 - -
B-gurjuneno 23,10 1427 0,42 1,02 1,23 0,84
ni 24,86 1471 - - 0,91 -
Germacreno D 25,08 1476 - 0,43 - -
Biciclogermacreno 25,71 1492 3,06 6,11 - -
d-cadineno 26,79 1520 - 0,67 - -
Espatulenol 28,85 1574 1.4 2,31 - -
ni 29,07 1579 - 0,91 - -
Diterpenos 0,48 2,67 5,97 12,07
ni 41,41 1935 - - 1,36 3,1
ni 41,89 1950 0,48 1,31 - -
ni 47,55 - - - 0,91 1,3
ni 47,97 - - 1,36 2,59 5,94
ni 49,26 - - - 1,11 1,73

tR = tempo de retenc¢do; IKcalc = indice de Kovatz calculado; (-) = composto ausente; ni = composto nao

identificado.
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Tabela 4. Composi¢do quimica e porcentagens relativas dos compostos nos 6leos essenciais dos diferentes

orgdos vegetativos de Viguiera linearifolia.

(continua)
% relativa
Composto tg (min) IK aic
Folha Caule aéreo Raiz Xilopédio
Monoterpenos 89,12 12,04 100 92,01
a-tujeno 4,81 925 9,23 - - -
o—pineno 4,81 933 26,2 1,05 77,12 66,49
Canfeno 5,21 947 5,39 - - -
Sabineno 5,79 972 4,52 - - -
B-pineno 5,89 976 10,31 1,53 7,33 8,48
Mirceno 6,24 991 7,9 1,27 - -
3-careno 6,76 1011 - - 15,55 17,04
D-limoneno 7,37 1028 17,25 4,35 - -
B-ocimeno 7,65 1046 1,76 3,84 - -
y-terpineno 8,37 1057 1,78 - - -
4-terpineol 12,70 1176 4,78 - - -
Sesquiterpenos 10,88 87,96 - -
Germacreno B 17,92 1552 - 7,01 - -
t-cariofileno 22,52 1416 - 2,74 - -
Germacreno D 25,08 1478 5,09 12,02 - -
Biciclogermacreno 25,71 1493 2,88 30,14 - -
o-cadineno 26,85 1521 - 1,61 - -
Espatulenol 28,85 1574 2,91 11,6 - -
ni 28,97 1580 - 4,3 - -
Carotol 29,27 1588 - 2,66 - -
ni 30,38 1617 - 32 - -
ni 30,71 1626 - 1,55 - -
ni 31,18 1639 - 3,09 - -
Cubenol 31,44 1647 - 2,56 - -

a-cadinol 31,63 1652 - 5,48
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Tabela 4. Composi¢do quimica e porcentagens relativas dos compostos nos 6leos essenciais dos diferentes

orgdos vegetativos de Viguiera linearifolia.

(continuagdo)
Diterpenos - - - 7,99
ni 50,70 - - - 7,99

tR = tempo de retengdo; IKcalc = indice de Kovatz calculado; (-) = composto ausente ; ni = composto nao
identificado.
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Figura 3. Cromatogramas de Viguiera trichophylla dos diferentes 6rgdos vegetativos. Niimeros dos picos
correspondem aos nimeros da tabela 6. Setas = diterpenos nio identificados. Tempo em minutos.
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Tabela 5. Composicdo quimica e porcentagens relativas dos compostos nos 6leos essenciais dos diferentes

orgdos vegetativos de Viguiera trichophylla.

% relativa

Composto tg (min) IK aic
Folha  Caule aéreo Raiz Xilopodio
Monoterpenos 96,95 96,0 97,25 85,42
a-tujeno 4,70 927 12,51 17,04 2,32 7,23
o—pineno 4,94 936 39,97 38,5 66,01 56,45
Canfeno 5,21 948 1,65 1,09 - -
Sabineno 5,79 973 2,96 2,41 1,28 1,11
B-pineno 5,89 979 30,75 26,97 10,49 4,1
Mirceno 6,24 991 2,12 1,58 0,71 0,61
3-careno 6,86 1011 - 0,66 15,35 15,06
p-cimeno 7,27 1024 - 0,64 - -
D-limoneno 7,37 1028 4,26 3,45 1,09 0,86
B-ocimeno 7,65 1046 1,23 0,64 - -
y-terpineno 8,37 1057 - 0,86 - -
4-terpineol 12,81 1176 - 1,13 - -
Acetato de bornila 17,20 1284 1,5 1,03 - -
Sesquiterpenos 3,05 4,0 2,75 10,36
a-longipineno 19,82 1346 - - - 0,87
Germacreno D 25,08 1477 - - 1,57 2,57
Biciclogermacreno 25,71 1492 2,1 2,79 - -
6-cadineno 26,85 1521 - - 1,18 3,29
Espatulenol 28,85 1574 0,95 1,21 - -
ni 47,62 - - - - 3,63
Diterpenos 4,22
ni 50,11 - - - - 1,02
ni 50,62 - - - - 32

tR = tempo de retencdo; IKcalc = indice de

identificado.

Kovatz calculado; (-) = composto ausente; ni = composto nao
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-

A tabela 6 traz a composi¢do quimica do 6leo essencial das trés espécies. E possivel

identificar compostos comuns as trés e compostos exclusivos a cada uma delas.

Tabela 6. Composi¢do quimica do d6leo essencial de Viguiera filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla.

Compostos em negrito correspondem aos compostos exclusivos para cada espécie.

(continua)
Pico n° Composto t MM X K. V. filifolia V. linearifolia V. trichophylla
(min) (g.mol™)
Monoterpenos
1 a-tujeno 4,70 136 927 - + +
2 o—pineno 4,94 136 936 + + +
3 Canfeno 5,21 136 948 + + +
4 Sabineno 5,79 136 973 + + +
5 B-pineno 5,89 136 979 + + +
6 Mirceno 6,24 136 991 + + +
7 3-careno 6,86 136 1011 - + +
8 p-cimeno 7,27 134 1024 - - +
9 D-limoneno 7,37 136 1028 + + +
10 B-ocimeno 7,65 136 1046 + + +
11 y-terpineno 8,37 136 1057 - + +
12 4-terpineol 12,81 154 1176 - + +
13 Acetato de bornila 17,20 196 1284 + - +
Sesquiterpenos
14 Germacreno B 17,92 204 1552 - + -
15 a-longipineno 19,82 204 1346 - - +
16 Copaeno 20,87 204 1372 + - -
17 Cipereno 21,81 204 1395 + - -
18 t-cariofileno 22,60 204 1415 + + -
19 p-gurjuneno 23,10 204 1427 + - -
20 Germacreno D 25,08 204 1477 + + +
21 Biciclogermacreno 25,71 204 1492 + + +
22 d-cadineno 26,85 204 1521 + + +
23 Espatulenol 28,85 220 1574 + + +

(continua)
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Tabela 6. Composi¢do quimica do 6leo essencial de Viguiera filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla.

Compostos em negrito correspondem aos compostos exclusivos para cada espécie.

(continuacdo)
24 Carotol 29,27 204 1588 - + -
25 Cubenol 31,44 222 1647 - + -
26 a-cadinol 31,63 222 1652 - + -

tR = tempo de retengdo; MM = massa molecular (g.mol-1), IKcalc = indice de Kovatz calculado. (+) = composto
presente na espécie; (-) = composto ausente na espécie. Em negrito, compostos exclusivos de cada espécie.

4. Discussao

O rendimento dos 6leos essenciais pode ser influenciado por diversos fatores, tais como o
gendtipo, o estdgio de desenvolvimento da planta e as condigdes ambientais nas quais oS
individuos se encontram (Deschamps et al., 2008; Castro et al., 2004; Marotti et al., 1994). Para
as espécies aqui estudadas, o rendimento dos OE’s foi diferente para as espécies e entre os 6rgios
de uma mesma espécie. O rendimento total de Viguiera filifolia e V. trichophylla foi cerca de trés
vezes maior que o de V. linearifolia. Em relacdo aos 6rgaos, para V. filifolia e V. trichophylla, as
folhas apresentaram o maior rendimento, seguidas pelas raizes, enquanto em V. linearifolia, o
maior rendimento foi para as raizes e em seguida, para os xilopddios.

A diferen¢a no rendimento entre as espécies quando consideramos os 6rgaos pode estar
relacionada a presenga das estruturas secretoras, responsaveis pela produgdo dos dleos essenciais
(Fahn, 1979). As folhas de Viguiera linearifolia, comparativamente as outras espécies,
apresentaram um rendimento 20 vezes menor e isso pode estar associado ao fato de que o
diametro dos canais secretores € menor enquanto o tamanho da folha é maior quando comparados
com as demais espécies estudadas (Capitulo 1).

Em relagdo a composi¢do quimica dos OE’s, as trés espécies apresentaram diferencas
quali e quantitativas na sua constitui¢do. Para as trés espécies, os OE’s sdo constituidos
majoritariamente por monoterpenos, exceto para o OE dos caules aéreos de Viguiera linearifolia,
que apresentou maior porcentagem de sesquiterpenos.

Para Viguiera filifolia os monoterpenos majoritarios foram mirceno para os 6rgaos aéreos
e o-pineno para os Orgdos subterraneos. Em relacdo aos sesquiterpenos, destacaram-se o

biciclogermacreno e o espatulenol para os 6rgdos aéreos vegetativos € O cipereno para os



64

subterraneos. J4 em V. linearifolia, para as folhas, os compostos majoritarios foram os
monoterpenos o-tujeno, a-pineno, B-pineno e D-limoneno e para os caules aéreos, a
predominancia foi de sesquiterpenos, com destaque para os compostos germacreno D,
biciclogermacreno e espatulenol. No sistema subterraneo, os trés monoterpenos identificados (a-
pineno, B-pineno e 3-careno) representam cem por cento do 6leo essencial das raizes e 92% do
6leo dos xilopddios. Em V. trichophylla, os OE’s dos 6rgios aéreos apresentam os monoterpenos
a-tujeno, o-pineno € B-pineno como compostos majoritarios € para os 0rgaos subterraneos, o-
pineno e 3-careno.

Os monoterpenos o- ¢ P-pineno, limoneno, 3-careno e mirceno sao amplamente
distribuidos e frequentemente encontrados juntos em o6leos essenciais de folhas de diferentes
espécies vegetais (Harborne & Turner, 1984). Para a espécie Viguiera dentata, no 6leo essencial
dos o6rgaos aéreos foi relatada a presenca do limoneno (Canales et al., 2008). Esses compostos
citados para as espécies do presente estudo também ji foram relatados em outras espécies de
Asteraceae, inclusive em espécies medicinais, tais como camomila (Borsato et al., 2007), em
Vernonia sp. (Maia et al., 2010), em espécies de Baccharis (Agostini et al., 2005) e em
Eremanthus erythropappus (Sousa et al., 2008).

Em relacdo aos sesquiterpenos, alguns podem ser amplamente distribuidos na natureza,
como o trans-cariofileno, enquanto outros sao mais restritos a certos grupos vegetais, cComo o
carotol (Harborne & Turner, 1984). Os sesquiterpenos encontrados em Viguiera filifolia, V.
linearifolia e V. trichophylla ja foram relatados para outras espécies de Asteraceae (Souza et al.,
2007; Agostini et al., 2005), e inclusive na espécie Viguiera dentata por Canales et al. (2008).

Alguns compostos majoritarios nos OE’s deste estudo t€ém sido apontados em estudos
fitoquimicos, com diversas atividades bioldgicas. Canales et al. (2008), sugerem que a atividade
antibacteriana do OE de Viguiera dentata pode estar relacionada a presenga de limoneno,
espatulenol e acetato de bornila, entre outros. A atividade antimicrobiana também j4 foi relatada
para a- e B-pineno isolados (Leite et al., 2007). Sousa et al. (2008) mostraram a atividade do déleo
essencial de Eremanthus erythropappus, constituido majoritariamente por P-pineno, trans-
cariofileno, B-mirceno e germacreno D, contra bactérias e leveduras. Ensaios farmacoldgicos
demonstraram agdo analgésica para o B-mirceno (Lorenzetti et al., 1991). Ao biciclogermacreno
tem sido atribuida atividade antifiingica (Silva et al., 2007) e antimicrobiana (Cysne et al., 2005;

Constantin et al., 2001). Além disso, os compostos identificados como majoritarios nesse estudo
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sdao semelhantes aos encontrados em Eupatorium polystachium (Souza et al., 2007), e de acordo
com oOs autores esses possuem aplicagcdo como precursores quimicos para a semissintese de
compostos voldteis com atividade bioldgica.

Com relagdo a taxonomia de espécies de Asteraceae, alguns estudos t€ém demonstrado a
eficdcia de marcadores quimicos (Alvarenga et al., 2005; Flamini et al., 2002; Alvarenga et al.,
2001; Emerenciano et al,. 2001; Catalan et al., 1996; Emerenciano et al., 1987; King & Jones,
1982;) inclusive em espécies do género Viguiera (Ambrosio et al., 2004; Spring et al., 2003;
Spring et al., 2001; Da Costa et al., 2001; Da Costa et al., 1996; Alvarez et al., 1985; Delgado et
al., 1984;). No entanto, para o gé€nero, os estudos focam no perfil quimico obtido através de
extratos e nao na composi¢ao dos 6leos essenciais.

Apesar de o perfil quimico das plantas poder ser utilizado como identificador das espécies,
os constituintes majoritarios e tragos podem variar de acordo com o tipo de solo, as condi¢des
climédticas e sazonais (Mesquita et al., 2005; Erdtman, 1963), podendo essas variagdes ser de
natureza quali e quantitativa (Da Costa et al., 2001), o que mostra a importancia da andlise de
diversos espécimes da mesma espécie e se possivel, que crescam sob diferentes condigdes
(Edrtman, 1963). Assim, o que deve ser considerado € o padrdo de ocorréncia dos componentes
em diferentes plantas e 6rgaos, pois compostos isolados ndo caracterizam uma planta (Erdtman,
1963).

A maior parte dos estudos com Oleos essenciais caracteriza apenas o 6leo essencial das
folhas ou 6rgdos aéreos (Apel et al., 2006; Agostini et al., 2005; Corréa et al., 2004; Harborne &
Turner, 1984). Neste estudo, ao analisar todos os Orgdos vegetativos foi possivel estabelecer um
perfil quimico mais completo das espécies. Assim, foram identificados alguns compostos comuns
as espécies (a-pineno, canfeno, B-pineno, mirceno, D-limoneno, B-ocimeno, germacreno D,
biciclogermacreno, d-cadideno e espatulenol), que corroboram os dados da taxonomia que
agrupam essas espécies em uma mesma secao (Magenta, 2006; Blake, 1918). Além disso, foram
encontrados compostos exclusivos (copaeno, cipereno, trans-cariofileno e P-gurjuneno para
Viguiera filifolia, germacreno B, carotol, cubenol e a-cadinol para V. linearifolia € p-cimeno e a-
longipineno para V. trichophylla) que podem, em conjunto com 0s compostos comuns as trés
espécies, fornecer um perfil quimico caracteristico para cada uma delas, auxiliando na separacio

das mesmas.
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Germinacao de sementes de trés espécies de Viguiera Kunth (Heliantheae — Asteraceae)

Resumo: O género Viguiera é um dos maiores da familia Asteraceae e seus representantes
s@o encontrados principalmente em regides com inverno seco, devido a presenca de um sistema
subterraneo espessado. No entanto, para essas espécies, estudos preliminares indicam que nao
ocorre propagacao vegetativa pelo sistema subterraneo e o estudo da propagacdo sexuada se faz
importante dado o risco de exting¢do de Viguiera filifolia e V. linearifolia. Além disso, a literatura
carece de informacdes sobre as estratégias de reproducdo das trés espécies. Assim, o objetivo do
trabalho foi estudar o comportamento germinativo e determinar a faixa ideal de temperatura para
a germinacdo das sementes de V. filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla. Para isso, a
germinagdo das sementes foi avaliada em temperaturas constantes de 20 °C, 25 °C, 30 °C e
alternadas de 15-35 °C, 20-30 °C e 20-35 °C com fotoperiodo didrio de 8h. As sementes ndo
germinadas foram avaliadas quanto a viabilidade do embrido. Foi também realizado o teste de
sanidade das sementes de V. filifolia. As temperaturas ideais para germinacdo de V. filifolia e V.
trichophylla foram as de 20 e 25 °C e para a espécie V. linearifolia nenhum dos tratamentos se
sobressaiu estatisticamente. O numero de sementes sem embrido foi significativo para a espécie
V. linearifolia e contribuiu para as baixas taxas germinativas. O teste de sanidade permitiu

identificar seis tdxons de fungos, mas esses nao influenciaram na germinacao das sementes de V.

filifolia.

Palavras-chave: Compositae, propagacao, Viguiera filifolia, Viguiera linearifolia, Viguiera

trichophylla.
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1. Introducao

Viguiera Kunth é um dos géneros mais representativos da familia Asteraceae,
exclusivamente americano e com aproximadamente 180 espécies (Bremer, 1994; Magenta,
2006). No Brasil, essas plantas podem ser encontradas em diferentes localidades (Bringel Jr. &
Cavalcanti, 2009; Almeida et al., 2005; Mondin, 2004; Nakajima & Semir, 2001). No entanto,
sua maior ocorréncia € citada em regidoes sob climas que apresentam inverno seco (Magenta,
20006).

A maior ocorréncia de espécies de Viguiera sob essas condi¢des pode estar ligada ao tipo de
sistema subterraneo espessado, que certamente prové as necessidades hidricas da planta na fase
de dorméncia (Zaidan & Carreira, 2008; Magenta, 2006), e tem papel fundamental na
regeneracdo das partes vegetativas (Lindman, 1906). Em espécies de Asteraceae foi verificada a
presenca de sistemas subterrdneos espessados com capacidade de produgcdo de gemas
(Appezzato-da-Gléria et al., 2008). Tais sistemas podem ser morfologicamente diversos, tais
como xilopddios, rizoforos, raizes gemiferas e sistemas subterraneos difusos (Appezzato-da-
Gléria & Cury 2011; Appezzato-da-Gléria et al., 2008; Hayashi & Appezzato-da-Gléria, 2007;
Vilhalva & Appezzato-da-Gléria, 2006) e possuirem capacidade de propagacdo vegetativa. No
entanto, hd registros de espécies que mesmo apresentando sistema subterraneo espessado nao se
propagam vegetativamente e a eficiéncia na reprodugdo sexuada € o que garante a manuten¢do da
espécie no ambiente (Cury et al., 2010).

Estudos sobre a reproducio de espécies vegetais sdo importantes para auxiliar na proposta
de estratégias que garantam o desenvolvimento sustentado (Gomes & Fernandez, 2002) e
conservagao de espécies. Uma forma de estimar a eficiéncia reprodutiva de uma espécie € através
do comportamento germinativo de suas sementes (Cury et al., 2010). Dentre os estudos sobre a
germinagdo de sementes de espécies brasileiras da familia Asteraceae estdo os de Cury et al.
(2010), Garcia et al. (2006), Velten & Garcia et al. (2005), Gomes & Fernandez (2002) e Ferreira
et al. (2001). No entanto, pouco se sabe sobre as estratégias de propagacdo das espécies do
género Viguiera e apenas para V. robusta foi descrito o comportamento germinativo e

desenvolvimento (Ruggiero & Zaidan, 1997).
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Além disso, hd a preocupagdo quanto a propagacdo das espécies nativas do género, pois
Viguiera filifolia Sch. Bip. Ex Baker e V. linearifolia Chod. & Hassl. constam na lista das
espécies da flora brasileira como criticamente em perigo (Site Cria, 2011; Brasil, 2008) e a
literatura sobre elas é escassa e apesar de V. trichophylla Dusén nao constar na lista, a literatura
referente a essa espécie também € rara. Visto que para as espécies brasileiras de Viguiera €
relatada a presenca um sistema subterrdneo composto pelo xilopddio e raizes adventicias
(Magenta, 2006) e que as andlises morfoldgicas indicam que tais espécies ndo se propagam pelo
sistema subterraneo, pois se trata de um 6rgdo lenhoso, com gemas axilares apenas na por¢ao
apical, préxima ao solo e as raizes ndo possuem capacidade gemifera, o objetivo desse trabalho
foi estudar o comportamento germinativo e determinar a faixa ideal de temperatura para a

germinacdo das sementes de V. filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla.

2. Material e métodos

2.1 Coleta e armazenamento das cipselas

Os experimentos de germinagdo de sementes foram realizados no Laboratério de Sementes
do Departamento de Producdo Vegetal, USP/ESALQ/LPV. Para a realizacdo dos mesmos foram
utilizadas cipselas coletadas de plantas de Viguiera filifolia Sch. Bip. Ex Baker, V. linearifolia
Chod. & Hassl. e V. trichophylla Dusén de populacdes naturais provenientes de Alto Paraiso de
Goids, em vegetacdo de Cerrado ndo antropizado no estado de Goids, Ponta Pord no estado de
Mato Grosso do Sul, em regido de Cerrado antropizado, e de Palmeira no estado do Parand, em
regido de campo umido, também antropizada, respectivamente.

As plantas foram identificadas pela especialista no género Profa. Dra. Mara Angelina
Galvao Magenta e incorporadas ao herbario da Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’
(ESA) sob os nimero 111848, 113164 e 111850, respectivamente.

De acordo com Marzinek et al. (2008) em Asteraceae os frutos sdo do tipo cipsela. Nas
espécies desse estudo ndo foi possivel fazer a remog¢do da semente do fruto e, portanto para os

experimentos utilizou-se a unidade de propagacao composta por fruto e semente.
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2.2 Instalacdo do experimento e acompanhamento da germinacdo das sementes

Os capitulos coletados foram espalhados sobre papel, mantidos a 22 °C no laboratério até a
secagem, armazenados por trés meses (para padronizacdo, em fungdo da época diferente da
coleta) em sacos de papel e mantidos na mesma temperatura.

As sementes foram removidas dos capitulos manualmente, homogeneizadas em uma
bandeja e selecionadas, sendo que as sementes murchas ou predadas foram descartadas. Apds o
descarte, as sementes aparentemente normais foram selecionadas manualmente para a colocacio
nas caixas de germinagdo e ndo foi possivel determinar se as mesmas continham ou ndo embrido,
com base no seu aspecto fisico externo ou por pressao.

Foram utilizadas cinco repeti¢des para cada tratamento. Para V. filifolia e V. trichophylla,
foram utilizadas 25 sementes em cada repeticdo e para V. linearifolia foram utilizadas 21
sementes por repeticdo para o tratamento 30 °C e 24 sementes por repeticdo para os demais
tratamentos. As sementes foram distribuidas sobre duas folhas de papel mata-borrdo, hidratadas
com 13 ml de 4gua destilada, e colocadas em caixas pldsticas transparentes (13x13x3,5cm)
previamente esterilizadas. As caixas foram distribuidas em seis camaras de germinagdo, marca
Marconi, modelo MA 402, em temperaturas constantes de 20 °C, 25 °C e 30 °C e alternadas de
15-35 °C, 20-30 °C e 20-35 °C, em fotoperiodo didrio de 8h. Em todas as camaras de
germinagdo, a luz foi fornecida por lampada fluorescente com uma irradiancia de 40.32 mmol m”
5

O processo de germinagdo foi avaliado diariamente até 32 dias, pois apds esse periodo ndo
foi verificada a germinacao de sementes. Quando necessério, o papel foi umedecido, garantindo o
suprimento de dgua para as sementes durante o experimento. As sementes foram consideradas
germinadas quando originaram plantulas normais, ou seja, providas de dois cotilédones,
hipocétilo e raiz primdria (Brasil, 2009). Também foram contabilizadas as sementes nao
germinadas.

Ao final do experimento foram calculados o indice de velocidade de germinacdo (IVG), de
acordo com a foérmula proposta por Maguire (1962), o tempo médio de germinagdo (Labouriau,
1983) e a porcentagem de germinacao para cada espécie.

Para as andlises estatisticas, os valores obtidos foram verificados quanto a distribui¢do

normal pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Os dados foram transformados em arcsen ,/%/100 e

quando o parametro apresentou valores iguais a zero, em /X + 0,5. Em seguida, os resultados
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foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05)

utilizando o programa SAS (SAS/STAT, 2003).

2.3 Andlise das sementes ndo germinadas

Apds a dltima avaliagdo, as sementes foram mantidas nas mesmas condi¢des por um
periodo adicional de 10 dias para garantir a estabilizacdo do processo de germinagdo. Ao final
desse periodo, as sementes ndo germinadas foram analisadas quanto a presenca do embrido e a
viabilidade do mesmo.

Para a andlise, foi realizada uma sec¢do transversal no fruto logo abaixo da regido de
insercdo do péapus e quando a semente continha embrido, este foi retirado e avaliado quanto a

viabilidade pelo teste de tetrazodlio utilizando o método descrito por Cury et al. (2010).

2.4 Teste de sanidade das sementes

No decorrer do experimento, para a espécie Viguiera filifolia foi registrada a incidéncia de
fungos em todos os tratamentos e repeticdes. Em funcdo disso, realizou-se um teste de sanidade
para identificacdo dos fungos presentes na superficie das sementes.

Para isso, foram selecionadas 100 sementes da mesma forma como descrito para o teste de
germinacdo e essas foram distribuidas em quatro placas de Petri sobre trés folhas de papel de
filtro embebidas em dgua (25 sementes por placa). Essas placas foram mantidas sob temperatura
constante de 20 °C, fotoperiodo didrio de 12h de luz, por sete dias. Apds esse periodo foi feita a
identificacdo dos fungos presentes a partir das coldnias estabelecidas.

O teste de sanidade de sementes foi realizado no Laboratério de Patologia de Sementes, do

Departamento de Fitopatologia e Nematologia,USP/ESALQ.

3. Resultados

3.1 Experimento de germinacdo de sementes

Para as sementes de Viguiera filifolia as porcentagens de germinagdo (Tabela 1) obtidas nas
temperaturas de 20 e 25 °C foram significativamente superiores as dos demais tratamentos,
exceto na temperatura de 20-30 °C. No tratamento 15-35 °C a porcentagem de germinagdo foi

significativamente inferior as demais. Os valores de IVG e tempo médio de germinacao também



78

foram estatisticamente superiores para as temperaturas de 20 e 25 °C. Ja para V. linearifolia os
valores de porcentagem de germinacao, IVG e tempo médio de germinacdo foram similares entre
os tratamentos. Apenas para o tratamento 15-35 °C os valores de tempo médio de germinacao
foram estatisticamente inferiores.

Para Viguiera trichophylla, os valores de porcentagem de germinacdo foram similares entre
os tratamentos exceto para 20-35 °C, cujos resultados foram inferiores e s6 ndo diferiram
estatisticamente das condi¢des de 30 e 20-30 °C. O tratamento de 15-35 °C também foi eficiente
considerando a taxa de germinagcdo de sementes, porém esse tratamento apresentou O maior

tempo médio de germinacio diferindo significativamente das demais condicdes.

Tabela 1. Porcentagem de germinacao (G, %), indice de velocidade de germinacdo (IVG) e tempo médio
de germinacdo (TM, dias) de sementes de Viguiera filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla avaliados em
diferentes temperaturas e em fotoperiodo de 8h de luz. Para cada espécie, na mesma coluna, letras iguais

ndo diferem estatisticamente.

Espécie Temperatura (°C) G (%) IVG TM (dias)

20 50 a 1,14 ab 11,81 a

25 48 a 1,29 a 10,05 a

Viguiera filifolia 30 33 be 0,76 ¢ 12,71 ab

(n =750) 15-35 8 d 0,10 d 23,73 ¢

20-30 41 ab 0,89 bc 12,63 ab

20-35 22 ¢ 0,34 d 17,40 b

20 29 a 0,49 a 14,73 a

Viguiera 25 2 a 0,43 ab 12,79 a

. p e 30 13 a 0,23 ab 12,55 a
linearifolia

15-35 17 a 0,21 b 21,75 b

(n=705) 20-30 28 a 049 a 1454 a

20-35 20 a 0,34 ab 15,09 a

20 47 a 1,68 ab 7,30 a

Viguiera 25 54 a 2,54 a 5,85 a

. 30 34 ab 1,49 b 6,98 a
trichophylla

15-35 50 a 1,26 b 10,48 b

(n=750) 20-30 42 ab 1,60 b 722 a

20-35 22 b 0,77 b 7,60 a

3.2 Andlise das sementes ndo germinadas

A andlise das sementes de Viguiera filifolia que nao germinaram indicou que 23% das

sementes niao tinham o embrido e 32% das sementes estavam mortas, enquanto para V.
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linearifolia, 67% das sementes estavam sem embrido e 6% mortas. V. trichophylla apresentou
21% de sementes sem embrido e 27% de sementes mortas. Além da ndo formagdo de embrido e
da presenca de sementes mortas, outro fator que afetou a taxa de germinacdo foi a geracdo de
plantulas anormais, que representou 9% em V. filifolia, 5% em V. linearifolia e 10% em V.
trichophylla (Tabela 2). Nas trés espécies foram poucas as sementes vidveis ndo germinadas. No
entanto, para V. filifolia e V. linearifolia o nimero de sementes vidveis ndo germinadas foi

significativamente maior no tratamento 15-35 °C (Tabela 2).

Tabela 2. Anélise das sementes com germinagdo de plantulas anormais ou ndo germinadas de Viguiera
filifolia, V. linearifolia e V. trichophylla. Porcentagem de plantulas anormais, de sementes vidveis, de
sementes mortas e de sementes sem embrido. Para cada espécie, na mesma coluna, letras iguais nao

diferem estatisticamente.

Plantulas Sementes ndo germinadas (%)
Espécie Temperatura °C
anormais (%)  Viaveis Mortas Sem embrido
20 0 ¢ 0 b 24 a 26 ab
25 4 bc 0 b 33 a 15 b
30 11 ab 1 b 33 a 22 ab
V. filifolia
15-35 26 a 10 a 42 a 14 b
20-30 5 bc 1 b 27 a 26 ab
20-35 12 ab 2 b 28 a 36 a
Total 9 2 32 23
20 1 b 0 b 8 a 62 a
25 3 ab 0 b 3 a 72 a
30 5 ab 0 b 11 a 71 a
V. linearifolia
15-35 10 a 3 a a 63 a
20-30 3 ab 0 b 4 a 65 a
20-35 8 ab 0 b 5 a 67 a
Total 5 1 6 67
20 2 ¢ 0 a 30 a 21 ab
25 2 ¢ 0 a 21 a 23 ab
30 17 ab 0 a 37 a 12 b
V. trichophylla
15-35 9 abc 2 a 26 a 13
20-30 6 bc 0 a 21 a 31 a
20-35 22 a 0 a 30 a 26 ab

Total 10 0 27 21




80

3.3 Teste de sanidade de sementes

Com o teste de sanidade das sementes de Viguiera filifolia foi possivel identificar a
ocorréncia de seis tdxons de fungos diferentes, sendo eles: Alternaria alternata que ocorreu em
98% das sementes, Cladosporium sp. em 90%, Fusarium spp. em 9%, Alternaria sp. em 1%,

Phoma sp. em 1% e Nigrospora sp. em 1%.

4. Discussao

As maiores taxas germinativas foram obtidas sob as temperaturas de 20 e 25 °C para
Viguiera filifolia e V. trichophylla e para a espécie V. linearifolia nenhum dos tratamentos se
sobressaiu estatisticamente. No entanto, se forem considerados os parametros porcentagem de
germinacdo, IVG e tempo médio em conjunto, as temperaturas de 20, 25 e 20-30 °C foram as que
apresentaram os melhores resultados para a ultima espécie. J4 os tratamentos de 15-35 °C para V.
filifolia e 20-35 °C para V. trichophylla foram os tratamentos estatisticamente inferiores, nao
sendo indicados para a germinagdo de sementes dessas espécies.

Em relagdo aos outros estudos de germinacdo de espécies de Asteraceae (Cury et al., 2010;
Garcia et al., 2006; Velten & Garcia, 2005; Gomes & Fernandez, 2002; Ferreira et al., 2001), é
possivel afirmar que diferentes espécies apresentam comportamento germinativo diferenciado,
respondendo a faixas distintas de temperatura, com variacdo nas taxas germinativas. Para
algumas espécies medicinais do Cerrado, foi relatado que as sementes germinam normalmente
em temperaturas constantes de 25 ou 30 °C (Albuquerque et al., 2003). Para as sementes da
espécie Viguiera robusta, Ruggiero & Zaidan (1997) indicaram que a temperatura alternada 20-
30 °C foi a mais adequada para a germinacdo das sementes, o que evidencia comportamento
germinativo diferenciado entre as espécies do mesmo género.

Em relag@o as sementes ndo germinadas, notou-se um maior nimero de plantulas anormais
formadas sob as condi¢des que foram desfavordveis a germinag¢do de sementes. Outro fator
relevante foi o valor de sementes vidveis que ndo germinaram no tratamento de 15-35 °C, que
para a espécie Viguiera filifolia coincidiu com o tratamento menos eficiente, evidenciando que

essa variagdo de temperatura ndo € eficiente para a germinagdo e ainda, que pode retardar o
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processo germinativo, o que justificaria a presenca de embrides ainda vidveis nas sementes nao
germinadas.

A germinacdo das sementes das trés espécies mostrou-se mais lenta na temperatura de 15-
35 °C que em Viguiera filifolia coincidiu com os menores valores de porcentagem de germinacao.
Ja nos tratamentos que conferiram os melhores valores de porcentagem de germinagdo, os valores
de IVG tenderam a ser superiores e, consequentemente, os valores de tempo médio de
germinagdo tenderam a ser inferiores. De acordo com Ferreira et al. (2001), o tempo médio ou
velocidade de germinacdo € um bom indicador da rapidez de ocupacdo de um territorio por uma
espécie em um determinado ambiente, ou seja, sua capacidade de propagacdo em seu hdébitat.
Conforme proposto por esses autores, as espécies podem ser classificadas em funcdo da
velocidade de germinagdo de suas sementes. Valores altos de IVG e baixos de tempo médio
indicam uma germinagdo réapida, caracteristica de espécies que conseguem se estabelecer no
ambiente o mais répido possivel sob condicdes ambientais favordveis (Velten & Garcia, 2005).
Assim, V. filifolia e V. linearifolia sdo espécies de germinacdo lenta, enquanto V. trichophylla
classifica-se como intermedidria. Ruggiero & Zaidan (1997) em experimento com sementes de V.
robusta afirmaram que para a espécie a germinagdo € lenta.

Gomes & Fernandez (2002) destacam a importancia da rapidez na germinagdo para que
uma espécie seja apta a recuperagdo de dreas degradadas ou ainda a ocupacdo de um ambiente.
As sementes de Viguiera linearifolia e V. trichophylla foram coletadas em édreas perturbadas e em
populacdes reduzidas, sendo que originalmente as suas dreas de ocorréncia eram regides de
vegetacdo aberta, em area pedregosa e em campo umido, respectivamente (Magenta, 2006). No
entanto, as dreas perturbadas sdo frequentemente invadidas por gramineas exdticas (Freitas &
Pivello, 2005) e isso se torna uma ameaca a biota nativa desses locais (Souza et al., 2005), pois
dificulta a germinagdo das sementes no solo e o estabelecimento das plantulas das espécies que
ocorrem nesse ambiente.

Diversos fatores podem influenciar na taxa de germinacdo das sementes tais como a
diminui¢do da viabilidade das sementes durante o armazenamento (Gomes & Fernandez, 2002;
Sassaki et al.; 1999), o nimero de sementes sem embrides (Cury et al., 2010; Velten & Garcia,
2005; Sassaki et al., 1999) e a coleta de sementes imaturas (Albuquerque et al., 2003). Para as
espécies Viguiera filifolia e V. trichophylla, o nimero de sementes desprovidas de embriao foi

relativamente baixo, contrastando diversos estudos que relatam altos valores de sementes
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desprovidas de embrido em diversas espécies da familia Asteraceae (Cury et al., 2010; Velten &
Garcia, 2005; Sassaki et al., 1999). Ja V. linearifolia, assim como os estudos citados, apresentou
um ndmero significativo de sementes desprovidas de embrido.

A auséncia de sementes em frutos de Asteraceae nao pode ser identificada pois, devido ao
pequeno envolvimento de energia na produgdo do pericarpo, visto que ndo hda o aumento de
camadas pericdrpicas, o desenvolvimento do fruto mantém-se inalterado enquanto a semente nem
sempre apresenta-se bem formada (Marzinek, 2008). Alguns autores ainda relacionam a auséncia
de embrides em sementes de Asteraceae com o tipo de sistema reprodutivo, que variam de
apomixia e partenocarpia (Bertasso-Borges & Coleman, 2005; Werpachowski et al., 2004) a
auto-incompatibilidade genética (Hiscock, 2000; Richards, 1986) e também ao aborto de
sementes (Marzinek, 2008).

A presenca de fungos em sementes € relatada para diversas espécies, inclusive da familia
Asteraceae (Moreira, 2010; Reis et al., 2006; Lima et al., 2003). O aparecimento de fungos
durante a germinagdo pode resultar em um nimero elevado de sementes infestadas ou mortas
bem como em plantulas doentes; assim, a contaminacdo de sementes pode afetar a qualidade e,
em alguns casos, inibir a germinacao (Botelho et al., 2008; Castellani et al., 1996). No entanto, na
espécie Viguiera filifolia o tnico tratamento que resultou na maior producdo de plantulas
anormais foi na temperatura de 15-35 °C na qual a taxa de germinagdo foi inferior o que ratifica a
observacao de Oliveira et al. (2003) de que apesar do elevado grau de infestacdo das sementes, a

germinacdo pode ndo ser comprometida.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os dados anatdmicos confirmaram que s@o, de fato, trés espécies distintas. Assim, foi possivel
estabelecer um quadro comparativo de caracteres diagndsticos.

Os resultados obtidos através das andlises quimicas do 6leo essencial forneceram informacgoes
importantes sobre a composi¢do e o rendimento e, em conjunto com os caracteres anatomicos, auxiliam na
separacdo das espécies. Ainda, foram identificados compostos amplamente estudados quanto as suas
atividades farmacoldgicas. Os estudos dos 6leos essenciais podem servir como um ponto de partida para
futuras investigacoes de fitofarmacos provenientes dessas espécies.

O estabelecimento da temperatura para a germinacao das sementes das espécies estudadas pode ser

atil em estudos futuros sobre o cultivo das mesmas.



