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1. Introducio Geral

O uso de plantas com fins medicinais no tratamento, cura e prevencao de doengas ¢
quase tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e até
mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais s3o comercializadas em feiras
livres e mercados populares (Maciel et al. 2002). Observagdes sobre o uso ¢ a eficacia de
plantas medicinais, comprovados pela populagdo, contribuem de forma significativa para
divulgar as virtudes terapéuticas dos vegetais, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar
da maioria das plantas ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos. Dessa forma,
usuarios de plantas medicinais de todo o mundo, e sobretudo dos paises em desenvolvimento,
mantém a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validas as informagdes terapéuticas
que foram sendo acumuladas durante séculos (Maciel et al. 2002, Veiga Jr. et al. 2005). O uso
popular de medicamentos ou formulas medicamentosas que empregam extratos totais ou
parcialmente purificados, infusdes ou destilados representam parcela significativa no
tratamento de doencas, principalmente em paises em desenvolvimento onde reside 80% da
populagdo mundial (Balandrin et al. 1985).

Muitas vezes, as supostas propriedades farmacoldgicas atribuidas as plantas
medicinais ndo possuem validade cientifica por ndo terem sido investigadas, ou por ndo terem
tido suas agdes farmacoldgicas comprovadas em testes pré-clinicos ou clinicos (Veiga Jr. et
al. 2005). A opg¢ao da populagdo de baixa renda por produtos obtidos de fontes naturais,
devido principalmente ao alto custo dos medicamentos alopaticos e seus efeitos colaterais,
tem contribuido para o aumento da demanda por produtos medicinais com alta qualidade
(Phillipson 2003). Este tipo de cultura aponta para estudos em areas multidisciplinares como,
por exemplo, a botanica, a farmacologia e a fitoquimica que, juntas, enriquecem o
conhecimento sobre uma inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (Maciel et al.

2000).
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As florestas tropicais contém mais da metade das espécies de plantas, estimadas por
alguns autores, em cerca de 500.000. Menos de 5% tém sido estudadas pelo seu potencial
medicinal e uma porcentagem ainda menor foi avaliada sob aspectos bioldgicos (Conte 1996,
Cechinel Filho & Yunes 1998). O numero de constituintes quimicos ativos das espécies
tropicais ¢ de trés a quatro vezes maior que nas plantas que habitam climas temperados
(Rodriguez & West 1995). O Brasil abriga aproximadamente 30% das florestas tropicais do
planeta, com 40 mil a 200 mil espécies vegetais, das quais em torno de 10 mil tém efeitos
medicinais (Cechinel Filho & Yunes 1998). Aproximadamente 22% de todas as
Angiospermae estdo distribuidas principalmente na Mata Amazonica, na Mata Atlantica e no
Cerrado. Desse modo, o Brasil possui uma flora riquissima, considerada uma fonte
inesgotavel de metabolitos secundarios de interesse (Gottlieb et al. 1996), mas com excegdo
da Amazonia, poucos estudos em plantas com propriedades medicinais tém sido realizados
com a flora da Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Cerrado (Vieira et al. 1999).

O Bioma Mata Atlantica, no ano de 2000, foi considerado um ‘“hotspost” para a
conservacdo da biodiversidade mundial (Myers et al. 2000). Nesse bioma, restam menos de
5% da vegetagao original, em fragmentos dispersos (Tabarelli et al. 1999). O Bioma Cerrado
cobria cerca de 23% da superficie do Brasil, e era a segunda maior formacdo vegetal
brasileira, ap6s a Floresta Amazonica (Ratter et al. 1997). Sua vasta extensdo, aliada ao
contato e conseqiiente troca de espécies com outros biomas, propiciam ao Cerrado uma alta
biodiversidade, estimada atualmente em 1/3 da biota brasileira e 5% da fauna e flora mundiais
(Alho & Martins 1995). Dados recentes mostram que o Cerrado ocupa menos de 7% de sua
extensdo original brasileira e menos de 1% da area do estado de Sdo Paulo (Kronka et al.
1998; Durigan et al. 2003).

A populagdo que habita areas de Mata Atlantica e de Cerrado faz uso das plantas que
ali ocorrem para o tratamento de muitas doencas tropicais, incluindo esquistossomose,

leishimaniose, malaria e infecgdes por fungos e bactérias, entre outras (Grandi et al. 1989,
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Hirschmann & Arias 1990, Martins et al. 1994, Alves et al. 2000, Begossi et al. 2002,

Gazzaneo et al. 2005). A clevada incidéncia de doengas tipicamente tropicais € 0 escasso
conhecimento do potencial medicinal da flora dessas regides tém levado muitos pesquisadores
a realizarem levantamentos das plantas referidas como medicinais pela popula¢do, como nos
trabalhos de Hanazaki et al. (1996), Figueiredo et al. (1997), Macedo et al. (1997), Alves et
al. (2000), Parente & Rosa (2001), Amorozo (2002), Begossi et al. (2002), Di Stasi et al.
(2002), Agripino et al. (2004), Albuquerque et al. (2005) e Gazzaneo et al. (2005).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, uma planta medicinal pode ser
definida como qualquer vegetal que produza, em quantidade consideravel, substincias
biologicamente ativas utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursoras de fArmacos
semi-sintéticos (Castro et al. 2004a). As plantas produzem inimeros compostos, parte deles
fundamentais para a manuten¢ao do metabolismo celular, como agticares, aminoacidos, acidos
graxos, nucleotideos e polimeros derivados (polissacarideos, proteinas, lipideos, RNA e
DNA), que constituem o metabolismo primario, essenciais para a sua sobrevivéncia (Castro et
al. 2004). Segundo Balandrin et al. (1993) o metabolismo primario refere-se a todos os
processos bioquimicos envolvendo reagdes, designadas como anabodlicas ou catabolicas, que
resultam nos processos de assimilagdo, respiragdo, transporte e diferenciacdo. As plantas sdo
capazes de produzir, transformar e acumular inGmeras outras substancias, nao
necessariamente relacionadas de forma direta & manutencdo do metabolismo celular. Essas
substancias fazem parte do metabolismo secundario, cuja produgdo e acimulo estdo restritos a
certos grupos taxondmicos, com bioquimica e metabolismo especificos e Unicos,
caracterizando-se como elementos de diferenciacdo e especializagdo (Wink 1990).

Ha trés principais vias de sintese dos metabdlitos secundarios: acido chiquimico
(precursor de varios compostos aromaticos), acetato (precursor de acidos graxos, polifenois,
isoprenos, prostaglandinas, etc.) e aminodcidos (precursor de alcaldides) (Mann 1987, Castro

et al. 2004). As rotas metabolicas estdo sob o controle da constituicdo genética do organismo.
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As rotas que originam os metabolitos secunddrios sdo estimuladas durante estadios
particulares de desenvolvimento do vegetal, ou durante periodos de estresse, ou de fatores
ambientais que interferem na producao desses compostos (Street & Cockburn 1972, Gottlieb
et al. 1996). Durante muito tempo, os metabolitos secundarios foram considerados como
residuos do metabolismo vegetal, com estruturas quimicas de interesse. Atualmente, sabe-se
que muitas dessas substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a
adequacdo das plantas ao seu habitat (Santos 2004).

As plantas estdo continuamente expostas a diversos organismos potencialmente
patogénicos, como virus, bactérias, protozoarios, fungos ¢ nematoides, que dispdem de varias
estratégias ofensivas para infectd-las; em contrapartida, as plantas possuem diversos
mecanismos de defesa (Benhamou 1996). O aparecimento de metabodlitos biologicamente
ativos na natureza, segundo Rhodes (1985), ¢ determinado por necessidades ecoldgicas e
possibilidades biossintéticas. A co-evolucdo de plantas, insetos, microorganismos e
mamiferos conduz a sintese de metabolitos secundarios. Ja foram reconhecidas como fungoes
ecoldgicas desses compostos, por exemplo, a defesa contra herbivoros e microorganismos, a
prote¢do contra raios ultravioleta (UV), a atracdo de polinizadores e de animais dispersores de
sementes (Wink 1990), bem como sua participagdo em respostas de alelopatia (Harbone
1988). Assim, os metabolitos secundérios, por serem fatores de interagdo entre organismos,
freqiientemente apresentam atividade bioldgica contra insetos, fungos, bactérias e organismos
patogénicos em geral, principalmente nos ambientes tropicais e equatoriais, que tém elevada
biodiversidade de microorganismos, insetos e outros animais (O’Nell & Lewis 1993).

As plantas sao importantes fontes de alimentos por serem constituidas de carboidratos
e proteinas e, como sdo organismos sésseis, desenvolveram estratégias que incluem a
produgdo de substancias indigestas e venenosas, para se protegerem de seus predadores.
Metabolitos secundarios, como alcaldides, isoprenodides e fenilpropandides, podem ser

considerados pesticidas naturais que protegem as plantas contra herbivoros e
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microorganismos patogénicos. Em muitas plantas, esses pesticidas naturais somam 10% da
matéria seca (Heldt 1997). Até recentemente, entre 10 e 15% das espécies de Angiospermas
foram investigadas de maneira sistematica quanto a quimica e a atividade bioldgica de seus
metabolitos secundarios (Kinghorn & Kennely 1995).

Os terpenos, sintetizados pelas plantas medicinais e aromaticas, estdo entre os
compostos responsaveis pela maioria dos tipos de atividade bioldgica e, em geral, fazem parte
dos Oleos volateis. Sua abundancia, acessibilidade e facilidade de isolamento, além da sua
composi¢ao relativamente simples, motivaram o seu estudo desde o final do século XIX
(Geissman & Crout 1969). Os 6leos volateis s3o misturas complexas que podem conter cerca
de 100 compostos. Seus constituintes podem pertencer as mais diversas classes de compostos,
porém os terpenos e os fenilpropandides sdo os mais comumente encontrados. Os terpenos
sdo derivados da condensacdo de um numero varidvel de unidades pentacarbonadas,
denominadas unidades isoprénicas. A unidade isoprénica (Cs, figura 1), por sua vez, origina-
se do acido mevalénico (Mann 1987, Breitmaier 1999) e fosfato de metil eritritol
(Lichtenthaler et al. 1997, Zeidler et al. 1997). Esses compostos sdo classificados de acordo
com o seu numero de unidades isoprénicas (u.i.): monoterpenos (Cjo, duas u.i.),
sesquiterpenos (C;s, trés u.i.), diterpenos (C,p, quatro u.i.), sesterpenos (Cps, cinco u.i.),
triterpenos (Cso, seis u.i.) e tetraterpenos (Cao, 0ito u.i.), predominando a condensacao cabega-
cauda (figura 1).

Os compostos terpénicos mais freqiientes nos oOleos volateis sdo os monoterpenos
(figura 2), que correspondem a aproximadamente 90% dos 6leos volateis, € os sesquiterpenos
(figura 3). A volatilidade de alguns terpenos faz com que sejam facilmente perceptiveis no
aroma das plantas e sdo extraidos pela destilacdo de oOrgdos vegetais. Em geral, os
sesquiterpenos sdo menos volateis que os monoterpenos, mas podem influenciar

sensivelmente o odor dos 6leos em que ocorrem (Mann 1987, Loaysa et al. 1995).
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Os constituintes dos 6leos volateis variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre. Na composi¢ao do 6leo,
tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes, sendo um deles o componente

majoritario; outros aparecem com teores menores € alguns, em baixissimas quantidades,

apenas tracos (Simdes & Spitzer 2003).

@ %\(OPP
X

DMAPP IPP

OPP

/

monoterpenos sesquiterpenos diterpenos triterpenos

|
o N esteroides
F ® cauda
| O cabeca

Figura 1. Formacdo cabeca-cauda dos esqueletos carbonados dos monoterpenos e

sesquiterpenos, constituintes majoritarios dos 6leos volateis (modificado de Simdes & Spitzer

2004). DMAPP = pirofosfato de dimetilalila; IPP = pirofosfato de isopentenila.

Os oleos volateis sdao soltveis em solventes organicos apolares. Em agua, a
solubilidade ¢ limitada, mas suficiente para aromatizar solucdes aquosas. Outras

caracteristicas sdo: sabor (geralmente acido e picante), cor (incolores ou ligeiramente
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amarelados) e baixa estabilidade principalmente na presenca de ar, luz, calor, umidade e
metais. A maioria dos 6leos volateis tem indice de refragdo especifico e sdo opticamente

ativos, propriedades estas usadas na identificacdo e no controle da qualidade (Simdes &

Spitzer 2003).
OH
X
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Figura 2. Alguns compostos monoterpénicos de ocorréncia em 6leos volateis (modificado de

Simdes & Spitzer 2004).

Industrialmente, os 0leos volateis sdo utilizados para conferir aroma e odores especiais
a produtos alimenticios e de perfumaria (Craveiro et al. 1981). As perspectivas comerciais de

utilizacao desses 6leos sdo excelentes diante das restricdes ao uso de aromatizantes artificiais
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(Silva et al. 2003). Além disso, tém papel ecoldgico, especialmente como inibidores da
germinagdo, na protecdo contra perda de agua e aumento da temperatura, na atracdo de
polinizadores, na defesa contra herbivoros e como reguladores de decomposi¢do da matéria
organica no solo (Craveiro & Machado 1986, Deans & Waterman 1993). Efeitos alelopaticos
tém sido registrados na presenca dos 6leos volateis de Eucaliptus globulus, E. camaldulensis,
Artemisia absinthium, A. californica, Sassafras albidum e Salvia leucophylla. Os compostos
responsaveis pela resposta de alelopatia seriam o 1,8-cineol, a canfora, a o-tujona ¢ a

isotujona (Harbone 1988).

X N AN
HO / \ o

farnesol nerolidol y-bisaboleno
A S
"OH
COH
o
acido abscisico [-selineno B-cariofileno

Figura 3. Alguns compostos sesquiterpénicos de ocorréncia em 6leos volateis (modificado de

Simdes & Spitzer 2004).

Estudos sobre a avaliagdo da atividade bioldgica dos oOleos volateis de algumas
espécies de plantas medicinais tém revelado que algumas delas exibem atividades de
interesse, como agdo inseticida (Kambu et al. 1982), antibacteriana e antifungica (Lemos et

al. 1990, Ferdous et al. 1992, Faouzia et al. 1993, Demetzos et al. 1997), antinociceptiva
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(Santos et al. 1998, Souza et al. 1998), espasmolitica (De La Puerta & Herrera 1995, Mazzati

et al. 1998) e antiplasmoédica (Benoit-Vical et al. 2001). De acordo com Bhavanani & Ballow
(1992), cerca de 60% dos oOleos volateis ja ensaiados possuem propriedades antifingicas e
35% exibem propriedades antibacterianas. Pesquisas sobre caracterizagcdo quimica e descrigao
de atividades bioldgicas atribuem os efeitos dos dleos volateis principalmente aos compostos
majoritarios (Lopes et al. 1999), porém van Zyl et al. (2006) apontam que todos os compostos
dos o6leos podem interagir de maneira complexa, o que poderia refletir na atividade bioldgica.

Os fungos que entram em contato com o ser humano e animais, além das plantas,
podem causar danos, que podem variar de micoses superficiais benignas até micoses mais
severas (Hazen 1995). Espécies de Candida e Criptococcus sdao reconhecidas como as
leveduras mais usualmente envolvidas na etiologia de infec¢des micoticas. A candidiase
caracteriza-se como a infecg¢@o fungica mais comum, sendo C. albicans seu agente etiologico
mais freqiiente (Lima et al. 2006). As infecgdes flingicas geralmente sdo de dificil tratamento,
fato intrinsecamente relacionado a aquisicdo por parte de seus agentes etioldgicos de
resisténcia frente a agdo de antifiingicos sintéticos (Rahalison et al. 1994, Araujo et al. 2004).
Alguns estudos da atividade antifingica de 6leos volateis de plantas nativas brasileiras (Costa
et al. 2000, Souza et al. 2001, Oliveira et al. 2004, Sartoratto et al. 2004) mostraram que a
maioria dos oOleos volateis testados inibiu consideravelmente o crescimento de Candida
albicans e de outros fungos testados.

Alguns autores consideram as técnicas de bioautografia uma das mais importantes
para a deteccdo de substancias antifungicas (Betina 1973). De acordo com Homans & Fuchs
(1970), a nebulizacdo direta de cromatoplacas contendo extratos vegetais ou substancias
ativas com uma suspensdo de esporos de fungos ¢ a técnica mais util, facil e rapida para
detec¢do de substancias fungitdxicas, pois permite a visualizacdo dos resultados em poucos

dias, com um minimo de influéncia externa.
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J4 as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas respondem diferentemente a acao dos
6leos volateis, sendo as Gram-negativas, geralmente, as menos suscetiveis. As bactérias desse
grupo possuem uma membrana externa com superficie hidrofilica, devido a presenca de
moléculas de lipopolissacarideos que atuam como barreira a penetragdo de macromoléculas,
além de compostos hidrofobicos. E por essa razio que as bactérias Gram-negativas sdo
relativamente resistentes a antibidticos hidrofobicos e drogas toxicas (Nikaido & Vaara 1985).
Muitos o6leos volateis foram testados e apresentaram respostas variaveis, dependendo da
bactéria utilizada, como demonstrado por Onawunmi et al. (1984), Hinou et al. (1989),
Hammerschmidt et al. (1993), Carson & Riley (1995), Nenoff et al. (1996), Hammer et al.
(1999), Dorman & Deans (2000), Cimanga et al. (2002), Sartoratto et al. (2004), van Zyl et
al. (2006), entre outros.

A atividade bioldgica dos oleos volateis de plantas de uma mesma espécie pode variar
consideravelmente. Popula¢des de uma mesma espécie vegetal que ocorrem ao longo de um
gradiente ambiental, por exemplo, variam também quanto a sua constitui¢do genética e
fisiologa; embora classificadas como uma mesma espécie, podem responder de modo muito
diferente a um dado grau de tensdo ambiental. Temperatura e luminosidade afetam
profundamente os niveis ¢ a composi¢ao dos oleos volateis (Dudai et al. 1992). Além disso,
Dudai et al. (1992) mostraram que o rendimento ¢ a composi¢do quimica dos 6leos volateis
variaram consideravelmente com as estacdes do ano. Portanto, a diversidade genética
envolve, também, o metabolismo dos organismos e seus produtos (Pires & Gripp 1988). Em
decorréncia disto, € comum a denominagdo de quimiotipos ou ragas quimicas em populagdes
quimicamente distintas (Gongalves et al. 2003). Sabe-se que a acdo da luz pode ser avaliada
em termos quantitativos (intensidade luminosa ou densidade de fluxo de foétons) ou
qualitativos (espectro da radiacdo eletromagnética azul e vermelha) e duracdo (fotoperiodo).

No entanto, ndo esta totalmente estabelecido se o efeito da luz ¢ via resposta fotoperiddica,
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via fotossintese, ou ambas (Burbott & Loomis 1967, Clarck & Menary 1980, Duriyaprapan &

Britten 1986, Tanaka et al. 1989).

Nas respostas fotoperiodicas, a percep¢do dos sinais luminosos pelas plantas se da
pelos pigmentos do grupo do fitocromo que, por alterar sua fisiologia e bioquimica de acordo
com as mudangas ambientais, possibilita sua adaptagao (Smith 2000). O comprimento relativo
do dia ou da noite fornece uma informacdo de valor crucial em muitos estddios do
desenvolvimento das plantas, como a floragdo e a dorméncia (Heide 1993, Partanen et al.
1998, 2001, Badeck et al. 2004). Efeitos de outros fatores ambientais, como as varia¢des
diarias na temperatura, ndo sdo excluidos e necessitam ser avaliados para cada espécie e
localidade (Rossi et al. 2006).

Viarios processos fisiologicos podem ser considerados como respostas fotoperiodicas,
tais como a sintese de pigmentos, a tuberizacdo, a germina¢do de sementes, a formagdo de
orgdos de armazenamento, o crescimento vegetativo e a sintese de metabolitos secundarios
(Camara 1991; Adams & Langton 2005). Estudos que relacionem niveis de irradiancia e
fotoperiodo podem ser conduzidos para avaliar a sintese de compostos secundarios, como
demonstraram Dudai et al. (1992), Voirin et al. (1994), Fahlén et al. (1997), Castro et al.
(2001), Tegelberg et al. (2004) e Santos (2006).

Wu et al. (2004) salientaram que o fotoperiodismo ¢ um dos aspectos mais
significativos e complexos de interag¢do entre plantas e seu ambiente. Pode ser definido como
a resposta das plantas ao comprimento relativo do dia, capacitando os organismos vivos a
adaptarem-se as mudangas sazonais. A classificacdo das plantas de acordo com as respostas
fotoperiddicas ¢ usualmente baseada na flora¢do, conforme demonstraram experimentalmente
Garner & Allard, na década de 1920. As duas categorias principais de respostas fotoperiddicas
sdo: Plantas de Dia Curto (PDC) e Plantas de Dia Longo (PDL), nas quais a flora¢ao s6 ocorre
ou ¢ acelerada, respectivamente, em dias mais curtos ou mais longos, do que um certo nimero

de horas. Ambos os tipos de respostas podem ser qualitativas ou quantitativas em relagdo ao
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comprimento do dia. Além desses dois tipos e das plantas de Dia Neutro (PDN), que sao
indiferentes as variagdes de fotoperiodo, poucas espécies de plantas tém necessidades muito
especificas em relacdo ao comprimento do dia; por exemplo, as Plantas de Dia Intermediario
(PDI), cuja floracdo ocorre somente entre limites estreitos do fotoperiodo, e as Plantas
Ambifotoperiddicas (PAF), nas quais a floracdo ocorre somente em dias muito longos ou
muito curtos, mas ndo em um fotoperiodo intermediario (Thomas & Vince-Prue 1997).
Contudo, com o avanco das pesquisas, verificou-se que o controle das respostas
fotoperiddicas em plantas ndo ¢ feito durante o periodo de luz, mas sim no periodo de escuro
(Thomas & Vince-Prue 1997).

Além do controle do processo reprodutivo, o fotoperiodo pode afetar o crescimento
vegetativo das plantas. Estudos sobre esse efeito mostraram que, sob condi¢des de dia longo
(DL), ocorreu aumento na massa de matéria seca de orgdos aéreos, € esta parece ser uma
resposta comum nas plantas (Hay 1990). Efeitos diretos de DL na expansdo foliar, no
contetdo de clorofilas e na fotossintese tém sido considerados como fatores que contribuem
para o mecanismo que envolve as respostas das plantas a condi¢des de DL (Adams & Langton
2005).

As regides tropicais ndo apresentam grandes variagdes no fotoperiodo e na
temperatura ao longo do ano, porém, espécies como Stevia rebaudiana (Zaidan et al. 1980),
Hyptis brevipes (Zaidan et al. 1991), Viguiera discolor (Isejima et al. 1991), Bidens gardneri
(Klein et al. 1992), Viguiera robusta (Ruggiero & Zaidan 1997), Miconia albicans e
Schizocentron elegans (Carreira & Zaidan 2003) responderam a diferentes tratamentos
fotoperiddicos, comportando-se como plantas de dia longo ou curto, ou mesmo de dia
intermediario, absolutas ou com respostas quantitativas.

A interacdo complexa entre plantas e fatores ambientais pode ser decisiva para a
sobrevivéncia e o estabelecimento de um individuo. Porém, considerando o ambiente como

um todo, tem-se verificado que muitas plantas podem interferir quimicamente na capacidade
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de estabelecimento de individuos de outras espécies de plantas. Esse conhecimento ndo ¢ uma
observacao recente. Existem registros feitos por Democritus (500 a.C.), Theophrastus (300
a.C.), Plinio, (1 d.C.), Culpeper (1633), Browne (1658), Young (1804), De Candolle (1832) e
Beobachter (1845), conforme discutido por Rice (1984). A influéncia de um individuo sobre
outro é chamada alelopatia (do grego allelon = mutuo e pathds = prejuizo), sendo o termo
usado pela primeira vez pelo cientista alemdo Hans Molich, em 1937. A alelopatia ocorre
quando organismos vivos produzem moléculas bioativas que podem ou nao ser modificadas,
entram no ambiente e produzem efeitos diretos ou indiretos no crescimento € no
desenvolvimento de individuos da mesma ou de outras espécies (Whittaker & Feeny 1971).
Compostos de uma espécie em particular podem modificar o crescimento € o
desenvolvimento de plantas em condi¢des de laboratérios e, presumivelmente, também em
condi¢des de campo (Seigler 1996). Certamente, ¢ muito dificil separar respostas de alelopatia
de respostas de competicdo em sistemas naturais. Demonstrar a ocorréncia de alelopatia
envolve ndo somente o isolamento de compostos, mas também a eficacia do efeito de uma
planta sobre outra (Inderjit & Moral 1997). Em varias situagdes, ndo € possivel identificar os
compostos com acdo alelopatica devido a ocorréncia de interagdes complexas de compostos
organicos toxicos € ndo tdxicos presentes em baixas concentragdes no ambiente (Blum 1996).
Os compostos quimicos que possuem atividade alelopatica sdo produtos do
metabolismo secundario produzidos pelas plantas, denominados aleloquimicos. Estas
substancias estdo presentes em todos os orgdos das plantas e podem ser liberadas para o
ambiente por volatilizacdo pelos 6rgdos aéreos da planta, por lixiviagdo dos 6rgaos do vegetal
pela chuva, orvalho e neblina, por exsudacdo das raizes e por decomposi¢cao de residuos
vegetais (Whittaker & Feeny 1971). Em condi¢des naturais, a decomposicao dos residuos
vegetais destaca-se como a fonte de aleloquimicos mais importante; porém, esse processo de
liberagdo dos aleloquimicos ndo ¢ uniforme, podendo variar conforme o ecossistema (Reigosa

et al. 1999). No ambiente, a a¢do dos aleloquimicos dependera de fatores que interferem na
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sua agdo sobre a planta alvo. A retengdo do aleloquimico ocorre por adsor¢do nas particulas
do solo e por alteragdes moleculares (oxidagdes, reducdes, conjugagdes, etc.) que podem
aumentar ou diminuir sua toxicidade e sua complexidade quimica, além dos diferentes meios
pelos quais esses compostos sdo transportados, seja na forma de vapor, seja dissolvidos na
solugdo aquosa do solo (Cheng 1992).

Viarios grupos de metabolitos secundarios causam interagdes alelopaticas, como acidos
organicos simples soliveis em dagua, alcoois, cetonas e aldeidos alifaticos, lactonas
sesquiterpénicas, taninos, glicosideos cianogénicos, alcaldides, terpenos, compostos fendlicos,
flavondides, saponinas, poliacetilenos e ligninas (Seigler 1996, Ferreira & Aquila 2000).
Bagchi et al. (1997) consideram que, diante da variedade e da atuacdo dos aleloquimicos,
esses compostos poderiam ser utilizados para o desenvolvimento de herbicidas naturais ou de
estimulantes para o crescimento de algumas plantas. Os principais efeitos dos aleloquimicos
relacionam-se aos processos fisioldogicos da planta receptora, agindo como inibidores da
germinacdo de sementes ou do crescimento. No entanto, podem também atuar como
promotores de crescimento.

A produgdo dos aleloquimicos pelas plantas pode ser regulada por fatores ambientais,
como a temperatura, a intensidade luminosa, a disponibilidade de agua e nutrientes, textura do
solo e microorganismos presentes. A influéncia da radiagdo UV, doencas e ataque de insetos
podem alterar a taxa de produ¢do desses compostos (Einhelling 1996). Fatores relacionados
ao estresse também podem aumentar a atividade bioldgica dos aleloquimicos (Inderjit &
Moral 1997).

Em comunidades naturais, individuos de uma mesma populacdo de plantas podem
facilmente estar em contato com diferentes niveis de disponibilidade de recursos. Essas
diferencas produzem varia¢des na defesa quimica que, em menor escala, podem influenciar a
selecdo de um individuo hospedeiro e o sucesso subseqiiente de insetos herbivoros (Zangerl &

Berenbaum 1993). Poucos estudos analisaram a influéncia de um determinado recurso na
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alocagdo para a defesa quimica e caracteristicas relacionadas ao crescimento (Mihaliak &
Lincoln 1985).

Para Almeida-Cortez et al. (2004), Asteraceae ¢ uma das familias com maior sucesso
na producao de compostos de defesa e esse seria um dos motivos de sua distribuicao
cosmopolita. A familia Asteraceae possui cerca de 1500 géneros e aproximadamente 23.000
espécies. Sao plantas de aspecto extremamente variado, incluindo principalmente pequenas
ervas ou arbustos e raramente arvores. Cerca de 95% dos géneros sdo constituidos por plantas
de porte herbaceo e arbustivo e sdo encontrados em todos os tipos de habitats, mas
principalmente nas regides tropicais montanhosas da América do Sul (Bremer 1994). As
plantas dessa familia sdo extensivamente estudadas quanto a sua composi¢do quimica e
atividade bioldgica, algumas tendo servido de base para o desenvolvimento de novos
farmacos e inseticidas (Verdi et al. 2005).

O género Baccharis L., subtribo Baccharidinae, ¢ o que tem o maior numero de
espécies da tribo Asterea, familia Asteraceae, e estd representado por mais de 500 espécies
distribuidas exclusivamente no continente americano, no Brasil, Argentina, Bolivia,
Colombia, Chile e México (Malagarriga-Heras 1976, Giuliano 2001, Malizia et al. 2005a).
No Brasil, sao descritas cerca de 120 espécies de Baccharis, a maioria localizada nas regides
Sul e Sudeste (Barroso 1975-76). Estima-se em 100 as espécies na Argentina (Espinar 1973),
28 no México (Matuda 1957) e cerca de 40 na Colombia, onde ¢ um dos grupos mais
importantes de plantas, das quais 38% sdo endémicas (Cuatrecasas 1967). As plantas do
género Baccharis apresentam grande diversidade, ocupando varios ambientes em numerosas
formagdes vegetais (Giuliano 2001).

As espécies do género Baccharis tém porte arbustivo, como Baccharis trimera
(carqueja) e B. dracunculifolia (vassoura ou vassourinha), e medem entre 0,5 e 4,0 metros de
altura. Apresentam elevado valor sécio-econdmico, com ampla dispersdo nos estados de Santa

Catarina, Parana, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul. Virias espécies sdo extensivamente
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utilizadas na medicina popular para controle ou tratamento de doencas e sdo consumidas
principalmente na forma de infusdes (Corréa 1931, Verdi et al. 2005).

De acordo com Hellwig (1996), o género Baccharis “sensu lato” tem mais de 300
espécies agrupadas em 40 sec¢des parcialmente definidas de maneira extremamente artificial.
A despeito do grande numero de publicagdes sobre Baccharis, existem ainda algumas
controvérsias sobre a nomenclatura correta ¢ sinonimias de suas espécies (Giuliano 2001,
Simoes-Pires et al. 2005). A identificacdo botanica dessas espécies oferece dificuldades
mesmo para especialistas, principalmente no que diz respeito a sect. Caulopterae, que possui
como caracteristica marcante a presenga de cladddios, caules com expansdes laterais folhosas
com funcéo fotossintetizante (Budel et al. 2003).

Baker (1882-1884) considerou cinco variedades de Baccharis genistelloides (Lam.)
Pers. quando publicou a Flora Brasiliensis: var. trimera (Less.) Baker, var. brachystachys
Baker, var. cylindrica (Less.) Baker, var. crispa (Spreng.) Baker e var. milleflora (Less.)
Baker. Possivelmente por esse motivo, Silva (1926) considerou o nome Baccharis
genistelloides var. trimera na primeira edi¢do da Farmacopéia Brasileira, sob o nome comum
de carqueja-amarga’’. Todavia, na 4* Edicdo dessa obra foi adotado o nome Baccharis
trimera (Less.) DC. (Farmacopéia Brasileira 2001). De fato, a espécie B. genistelloides foi
descrita com base em um material coletado no Equador como Conyza genistelloides Lam.,
ocorrente na Colombia, Equador e Peru em altitudes acima de 3000 metros (Cuatrecasas
1967). Diante disso, estudos fitoquimicos e farmacologicos conduzidos em amostras de
Baccharis genistelloides coletadas na Bolivia (Suttisri et al. 1994, Abad et al. 1999), Brasil
(Bauer et al. 1978, Soicke & Leng-Peschlow 1987) e Chile (Daily et al. 1984) foram
possivelmente feitos com material de B. trimera ou B. crispa (Simoes-Pires et al. 2005).

Visto que todas as plantas sdo morfologica e anatomicamente similares e sdo
popularmente usadas como ‘carquejas’’, sem distingdo entre as espécies (Cortadi et al. 1999,

Gianello et al. 2000), ¢ importante encontrar métodos alternativos de identificagdo, como o
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uso de marcadores quimicos. Muitos estudos fitoquimicos foram conduzidos em espécies de
Baccharis, especialmente com referéncia aos flavonoides (Soicke & Leng-Peschlow 1987,
Gené et al. 1992, 1996, Herrera et al. 1996, Pallazo-de-Mello & Petrovick 2000), mas
nenhum marcador quimico caracteristico foi encontrado até o presente para diferenciar as
espécies (Lonni et al. 2003, 2005, Simdes-Pires et al. 2005).

Em um estudo taxonomico das plantas do género Baccharis, Simoes-Pires et al.
(2005) consideraram a composi¢do quimica de 6leos volateis de plantas coletadas nas regides
Sul e Sudeste do Brasil. Os autores observaram diferengas no rendimento dos 6leos entre as
espécies, que variou de 0,1% a 0,9% em relacdo a massa seca da parte aérea. Atengao especial
foi dada a B. trimera e B. crispa devido a impossibilidade de diferencia-las em estado
vegetativo. Como observado para as espécies analisadas (exceto B. stenocephala, B. trimera ¢
B. articulata), em B. crispa os sesquiterpenos sdo predominantes em relacdo aos
monoterpenos. Todavia, todas as amostras de B. trimera, coletadas em diferentes locais no
sudeste do Brasil, diferiram das amostras de B. crispa pela presenca de acetato de carquejila,
com rendimentos que variaram de 35,5% a 68,0%, correspondente ao acetato do monoterpeno
oxigenado carquejol, presente nos oleos volateis de B. trimera. O acetato de carquejila foi
encontrado em todas as amostras coletadas ao longo do ano. Os autores sugeriram que este
composto seria um marcador quimiotaxonémico importante para B. trimera.

Em alguns estados brasileiros, como Minas Gerais, Parand, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Sdo Paulo, plantas do género Baccharis sdo espécies invasoras de pastagens
(Borella et al. 2001). Existem registros de envenenamento de animais pela ingestdo de plantas
de B. megapotamica e¢ B. coridifolia, espécies que acumulam tricotecenos, substancias
altamente toxicas que podem causar a morte em animais e humanos (Kuti et al. 1990, Jarvis et
al. 1991, Tokarnia et al. 1992). A espécie B. coridifolia ¢ um problema freqiiente na América
do Sul, por ser uma das plantas mais toxicas para o gado no Brasil, Argentina e Uruguai

(Tokarnia & Dobereiner 1975).
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A fitoquimica do género Baccharis tem sido extensivamente estudada desde o inicio
do século passado e, atualmente, mais de 150 compostos ja foram isolados e identificados
(Abad & Bermejo 2007). Embora o género compreenda mais de 500 espécies, Verdi et al.
(2005) relataram que apenas cerca de 120 espécies de Baccharis foram estudadas
quimicamente. Os compostos mais freqiientes sdo os flavonoides e os terpendides, como
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos ¢ triterpenos (Moreira et al. 2003, Verdi et al.
2005). Dentre essas espécies, em torno de 30 tiveram sua atividade bioldgica estudada,
destacando-se as atividades alelopatica, analgésica, antidiabética, antifingica,
antiinflamatéria, antileucémica, antimicrobiana, antimutagénica, antioxidante, antiviral,
citotoxica, espasmolitica, gastroprotetora, hepatoprotetora, inseticida e vasorrelaxante
(Kupchan et al. 1976, Soicke; Leng-Peschlow 1987, Rahalison et al. 1994, He et al. 1996, De
las Heras et al. 1998, Nakasugi & Komai 1998, Abad et al. 1999, Torres et al. 2000,
Weimann et al. 2002, Feresin et al. 2003, Oliveira et al. 2005a, entre outros).

Baccharis trimera (Less.) DC. (figura 4) conhecida popularmente como carqueja,
carqueja-amargosa, carqueja-do-mato, carquejinha e tiririca-de-balaio, ¢ uma das espécies
melhor estudadas em termos botanicos, quimicos e farmacoldgicos. Subarbusto perene, ereto,
ramificado na base, caules alados denominados cladédios com ramos verdes de expansdes
trialadas, com 50-80 c¢cm de altura, € nativa do sul e sudeste do Brasil (Lorenzi 2000). As alas
dos cladédios apresentam mesofilo homogéneo, estdbmatos com poros espessados, fibras e
tricomas pluricelulares que exsudam oOleos volateis (Chicourel et al. 1998). Possui
inflorescéncias em capitulo, dispostas ao longo dos ramos, de cor esbranquicada (Lorenzi
2000). A espécie B. trimera foi anteriormente denominada B. genistelloides var. trimera
Backer, designagdo esta passada para sinonimia (Sousa et al. 1991). O estudo de anatomia
interna dos oOrgdos da carqueja para fins taxondmicos e estabelecimento de padrdes de
referéncia para analise da droga vegetal pode ser verificado detalhadamente em Cortadi et al.

(1999).
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Figura 4. Plantas de Baccharis trimera (Less.) DC. em estado vegetativo (A) ¢ reprodutivo

(B); ramo com inflorescéncia (C) e detalhe dos frutos (aquénios) maduros (D).

De acordo com Lorenzi & Matos (2002), plantas de B. trimera sio amplamente
utilizadas no Brasil, em medicina popular, habito herdado de indigenas que ha séculos as
utilizavam para o tratamento de varias doencgas. O primeiro registro escrito do uso da carqueja
no pais ¢ de 1931, empregada na forma de infusdo de folhas e ramos para o tratamento da
esterilidade feminina e da impoténcia masculina, atribuindo-lhe ainda propriedades tonicas,
febrifugas e estomaquicas (Corréa 1931). A partir dai, o uso medicinal aumentou,
principalmente para a solucdo de problemas hepaticos, disfungdes estomacais e intestinais
(Pavan 1952, Soicke & Leng-Peschlow 1987, Pedrazzi et al. 1997, Ladeira 2002). A planta
ainda ¢ utilizada como aperiente e contra anemia, diabetes, obesidade, gota, tlceras e afecgdes
cutaneas (Martins et al. 1995, Mors et al. 2000, Ladeira 2002, Dickel et al. 2007).

As diferentes propriedades atribuidas a carqueja na medicina tradicional vém sendo
estudadas e algumas foram validadas, como conseqiiéncia dos resultados obtidos (Lorenzi &
Matos 2002). A validagdo do efeito hipoglicemiante foi feita com extratos de B. trimera nos

estudos de Xavier (1967) e Oliveira et al. (1995), confirmados recentemente por Dickel et al.
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(2007). Soicke & Leng-Peschlow (1987) fazendo uso do extrato aquoso cru da planta em

animais, validaram suas propriedades hepatoprotetoras. As propriedades digestiva, anti-tilcera
e anti-acida foram validadas em estudos com cobaias, em que foi mostrado que os extratos da
planta reduziram a secre¢do gastrica e tiveram efeito analgésico (Gamberini et al. 1991) e
anti-inflamatorio (Gené et al. 1992, 1996). Bara & Vanetti (1997) comprovaram que extratos
alcoolicos de carqueja t€ém potencial antimicrobiano ¢ Avancini et al. (2000) confirmaram
essa atividade in vitro a partir do decocto de plantas de B. trimera.

Bona et al. (2003) relataram que o extrativismo da carqueja reduz a qualidade e a
quantidade do produto final ofertado devido a mistura das espécies, auséncia de confirmagao
botanica e irregularidade de oferta. Pela inexisténcia de cultivo comercial, as plantas sdo
eliminadas de areas agricolas e de ocorréncia natural, levando a coleta em barrancos e beiras
de estradas, onde estdo sujeitas a poeira e aos gases expelidos pelos veiculos.

A carqueja, por ser uma planta didica, apresenta reduzida reprodugdo sexuada, pela
dificuldade na coleta e semeadura, pelo tamanho reduzido das sementes e pela demora para a
formagdo das novas plantas (Castro & Ferreira 2000). Carvalho et al. (2005) constataram que
o pré-resfriamento das sementes auxilia o aumento da germinabilidade, porém esta nao
ultrapassa 56% nas condi¢des mais favoraveis. No entanto, o processo de estaquia de ramos ¢
viavel e permite a obtengdo rapida de plantas uniformes e de sexo conhecido (Bona et al.
2005). As estacas apresentam elevada porcentagem de enraizamento, em média acima de 90
%, independente do substrato, da regido de origem da estaca (apical, mediana ou basal) no
ramo (Bona et al. 2005) ou fenofase de desenvolvimento (Sousa et al. 2006). Diferentes
concentragdes de auxinas (AIB), até 6.000 mg L, também nio influenciaram o enraizamento
das estacas (Biasi & Bona 2000). Desta forma, a multiplicacdo por estacas ¢ o processo
recomendado para o manejo agricola de B. trimera.

Baccharis trimera ¢ uma espécie de ocorréncia comum em regides de Cerrado e Mata

Atlantica do estado de Sdo Paulo (Lorenzi & Matos 2002). Foi mostrado haver similaridade
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floristica em individuos com didmetro na altura do peito (DAP) acima de 10 cm, entre esses
dois biomas, com valores de 30% (Pinto & Oliveira Filho 1999), 40% (Oliveira Filho &
Ratter 1995), 44,8% (M¢éio et al. 2003) e 55% (Oliveira Filho & Fontes 2000). A variagdo na
porcentagem de similaridade pode ser devida a localizacdo geografica e ao tipo de fisionomia
utilizados na comparagao da vegetacao.

Para a realizagdo do presente estudo, foram selecionadas duas areas no Estado de Sao
Paulo, administradas pelo Instituto de Botanica: a Reserva Bioldgica e Estagao Experimental
de Mogi Guagu, em Mogi Guagu (RBEE de Mogi Guagu) e a Reserva Bioldgica do Alto da
Serra de Paranapiacaba, em Santo André (RBAS de Paranapiacaba) que compreendem,
respectivamente, areas de Cerrado e Mata Atlantica.

A RBEE de Mogi Guagu é composta por duas areas distintas, a gleba “A”, coberta em
sua maior parte por vegetacdo de Cerrado, e a gleba “B”, coberta por mata ciliar, conforme De
Vuono et al. (1982). Segundo esses autores, o zoneamento da Reserva permite o uso da area
como unidade de conservacdo e de pesquisa, face as caracteristicas estruturais e fisiondmicas
da vegetacdo, a facilidade de acesso, a natureza das pesquisas € o grau de perturbagdo
existente. Ainda, segundo os autores, ocorrem derrubadas, fogo e outras perturbagdes de
origem antrdpica, em diversos niveis, nos varios setores da Reserva.

A area onde se localiza a RBAS de Paranapiacaba foi adquirida em 1909 por Hermann
Von Thering (Hoehne 1925) e ¢ preservada desde entdo; anos mais tarde, foi passada para a
administracdo do Instituto de Botanica. Com relevo tipicamente montanhoso e declividade de
65%, a vegetagdo ¢ considerada de transicdo entre a mata tropical imida e subtropical, tipica
da regido de Mata Atlantica, e foi caracterizada no passado pela alta diversidade de espécies
arboreas, lianas e epifitas (Coutinho 1962). Devido a sua localizacdo em frente ao Vale do Rio
Moji, a Reserva ¢ afetada pelos gases poluentes emitidos pelo Complexo Industrial de

Cubatio (Domingos et al. 1998). Dentre os poluentes emitidos, destacam-se os gases fluoreto,
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didéxido de enxofre, 6xido de nitrogénio, amodnia, hidrocarbonetos e materiais particulados
(Klumpp et al. 1996).

Comparando as principais caracteristicas das duas areas (tabela 1) conforme dados de
Mantovani (1987) e Domingos et al. (2000), ¢ possivel observar diferengas de altitude, tipo de
clima e solo, temperatura, precipitacdo e umidade relativa do ar. As temperaturas atmosféricas
anuais médias diferem em aproximadamente 10°C. Na RBAS de Paranapiacaba, a
temperatura média do més mais frio ¢ inferior a 18°C e a do més mais quente, inferior a 22°C,
enquanto essas médias anuais variam de 19°C a 27°C na RBEE de Mogi Guagu. A
precipitagdo média anual na RBAS de Paranapiacaba é quase trés vezes maior do que a da

RBEE de Mogi Guagu, conforme dados mais recentes (Rondon 2006).

Tabela 1. Principais caracteristicas da Reserva Biologica ¢ Estagdo Experimental de Mogi
Guagu (Mantovani 1987) e da Reserva Bioldgica do Alto da Serra de Paranapiacaba

(Domingos et al. 2000).

Caracteristica RBEE de Mogi Guacu RBAS de Paranapiacaba
(Cerrado) (Mata Atlantica)
coordenadas geograficas 22°18’S e 47°11°’W 23°46°S ¢ 46°18°W
area 343,42 ha 336 ha
altitude média 585a635m 750 a 891 m
it (<Bepaen) Cwa - mesotérmico Ctb - timido, temperado
(inverno seco) (auséncia de estacdo seca)
temperatura média anual 27°C 17,9°C
precipitacdo média anual 1177 mm 3381 mm
umidade relativa do ar 75% 100% a maior parte do ano
00 €k sols latossolo vermelho-amarelo,  latossolo Verr'nelho'-amarelo,
alico, textura média alico, cambisol distrofico
pH do solo 3,9 3,5
familia mais abundante .
Asteraceae Orchidaceae

em numero de espécies

A presenca de uma estagdo seca bem definida nos meses de inverno na RBEE de Mogi

Guacu ¢ uma caracteristica marcante; entre os meses de setembro e outubro, ocorre aumento
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acentuado da precipitacdo média mensal, nas médias de temperatura ¢ umidade relativa e na
reposicao de agua do solo (De Vuono et al. 1996). Na RBAS de Paranapiacaba, a estagdo seca
¢ ausente ¢ a umidade relativa do ar € praticamente de 100% ao longo do ano. Nesta area, os
ventos alisios, vindos do sudoeste e que sopram constantemente do oceano para o continente
sdo interceptados pela Serra do Mar e arrastam grandes quantidades de vapor d’agua, vindo a
causar o resfriamento do ar e, por condensagdo, a formacgao de densos nevoeiros ou chuvas
torrenciais (Domingos et al. 1995).

Sao escassos os estudos sobre as espécies de plantas medicinais que ocorrem tanto em
Mogi Guagu como em Paranapiacaba, areas importantes para a conservagdo de espécies
nativas no estado de Sao Paulo. O uso de plantas para fins medicinais, por extrativismo, tem
levado a redugdes drasticas de suas populagdes naturais, seja pelo processo predatorio, seja
pelo desconhecimento dos mecanismos de perpetuacdo envolvidos (Scalon et al. 2003), o que
compromete a propria atividade medicinal das plantas (Reis 1993). Por outro lado, esforcos
vém sendo feitos no sentido de ampliar o conhecimento do papel ecoldgico e agrondmico de
algumas espécies nativas, além de maximizar os estudos sobre a influéncia de fatores
ambientais na quimica de plantas nativas, bem como de sua atividade bioldgica.

O presente estudo foi dividido em quatro capitulos. Os trés primeiros relatam
resultados obtidos experimentalmente. O ultimo capitulo ¢ uma revisdo acerca dos dleos
volateis de plantas de Baccharis trimera, com dados colhidos da literatura e incluindo

resultados dos estudos aqui relatados.
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2. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi comparar duas populagdes de Baccharis trimera (Less.)
DC., uma proveniente de area de Cerrado e outra de Mata Atlantica do estado de Sao Paulo,
no que se refere as suas respostas de crescimento em condigdes semi-controladas, sua
atividade biologica e composi¢do de 6leos volateis, de modo a ampliar o conhecimento sobre

a espécie.
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3. Capitulo 1

Variacio sazonal da composicio quimica e da atividade biologica de dleos volateis de
duas populacdes de Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae) ocorrentes no estado de

Sao Paulo
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ABSTRACT — [Seasonal variation of the chemical composition and biological activity of
volatile oils from two populations of Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae) in Sdo Paulo
state]. B. trimera is commonly used for gastrointestinal disorders. Studies already
demonstrated analgesic, antiinflammatory and antimicrobial properties of this specie. The aim
of the present study was to verify if the chemical composition and biological activity of the
volatile oils may are seasonal, in two populations of plants of B. trimera collected in areas of
Cerrado and Atlantic Forest. Aerial organs were collected in the middle of each season,
during two consecutive years. The chemical composition of volatile oils of fresh and dry
material, were obtained by hydrodistillation during 3 h and analyzed by GC and GC/MS. A
spore suspension of Cladosporium sphaerospermum and C. cladosporioides over TLC plates
containing samples of the volatile oils was sprayed. The microbial activity was evaluated by
the dilution method against Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus and Candida albicans. The allelopathic potential of the volatile oils was also tested in
lettuce seed germination. It was observed that the decrease of temperature and precipitation in
areas where the plants occurred could be associated with the increasing yield of the volatile
oils. Carquejol was the major compound in all samples.The growth of the tested fungi was
more inhibited in the presence of the volatile oils from plants of the Atlantic Forest area. S.
aureus and C. albicans were the microorganisms more susceptible to the volatile oils, with
100% of inhibition depending on the area of collection and material used for extraction (fresh
or dry). The inhibition of lettuce seed germination was dose-dependent. The production and
activity of the volatile oils of B. trimera of the two populations analysed seem to be
dependent of climatic alterations and may, therefore, show variations in their biological

activity.

RESUMO - [Varia¢do sazonal da composi¢do quimica e da atividade biologica de 6leos

volateis de duas populagdoes de Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae) ocorrentes no
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estado de Sao Paulo)]. B. trimera ¢ utilizada popularmente nas desordens gastrointestinais.
Estudos tém demonstrado suas propriedades analgésicas, antiinflamatorias e antimicrobianas.
O objetivo deste estudo foi verificar se a composi¢ao quimica e a atividade bioldgica dos seus
6leos volateis poderiam variar sazonalmente, em populagdes de plantas em areas de Cerrado e
de Mata Atlantica. Orgdos aéreos foram coletados no meio de cada estagdo, por dois anos
consecutivos. O material vegetal fresco e seco foi submetido a extra¢ao por hidrodestilagdo (3
h) e a composicao quimica dos 6leos volateis foi analisada por CG e CG/MS. Placas de TLC
com amostras dos Oleos volateis foram nebulizadas com suspensdao de esporos de C.
sphaerospermum e C. cladosporioides. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método
de dilui¢do em microplacas frente a E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ¢ C. albicans. O
potencial alelopatico do 6leo foi testado na germinacao de sementes de alface. Nas duas areas,
foi observado que a diminui¢do da temperatura e da precipitacido estd associada ao aumento
no rendimento dos dleos volateis. O carquejol foi o composto majoritario presente em todas
as amostras dos 6leos volateis. O crescimento dos fungos foi mais inibido na presenca de
6leos volateis de plantas da Mata Atlantica. S. aureus e C. albicans foram os
microorganismos mais suscetiveis aos 6leos volateis, com 100% de inibi¢cdo do crescimento,
dependendo da érea de coleta e do tipo do material vegetal utilizado na extracdo. A inibi¢ao
da germinagdo das sementes de alface foi dose-dependente. Os resultados permitem concluir
que a producdo e a atividade dos 6leos volateis em plantas de B. trimera, das populagdes
analisadas, estdo sujeitas as alteragdes climaticas e podem, portanto, causar variagdes nas

respostas das atividades biologicas testadas.

Introducio

O Brasil detém uma diversidade estimada entre 350 mil e 550 mil espécies de plantas

€ microorganismos, com apenas 55.000 espécies conhecidas (Nodari & Guerra 1999), muitas
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das quais apresentam atividades biologicas (Moraes et al. 2002). Com excegdo da Floresta
Amazonica, poucos estudos em plantas com uso medicinal tém sido realizados utilizando a
flora de outras formagdes vegetais brasileiras como a Mata Atlantica, a Caatinga, o Pantanal e
o Cerrado (Di Stasi et al. 2002).

Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae), popularmente conhecida como carqueja-
amargosa, ¢ nativa do sul e sudeste do Brasil (Lorenzi 2000) e ocorre espontaneamente em
areas de Cerrado e de Mata Atlantica do estado de Sdo Paulo. E amplamente utilizada na
medicina caseira, na forma de infusdes, contra problemas hepaticos, disfungdes estomacais e
intestinais (Soicke & Leng-Peschlow 1987, Pedrazzi et al. 1997, Ladeira 2002) e age como
coadjuvante contra anemia, diabetes, obesidade, gota, ulceras e afec¢des cutaneas (Martins et
al. 1995, Mors et al. 2000, Dickel et al. 2007). Ensaios bioldgicos revelaram algumas
atividades farmacoldgicas, evidenciando a¢des antiinflamatoria ¢ analgésica (Gené et al.
1996), antimutagénica (Nakasugi & Komai 1998), vasorelaxante da musculatura lisa (Torres
et al. 2000, Hnatyszyn et al. 2003), hipoglicemiante (Barbosa Filho et al. 2005, Oliveira et al.
2005), antiviral (Abad et al. 1999), antioxidante (Melo et al. 2001), antirreumatica (Coelho et
al. 2004), gastroprotetora (Gonzales et al. 2000), hepatoprotetora (Soicke & Leng-Peschlow
1987) e bactericida (Avancini et al. 2000).

Por sua grande utilizagdo medicinal, B. trimera foi incluida na primeira e na quarta
edigdes da Farmacopéia Brasileira (Branddo et al. 2006). Os constituintes quimicos ativos
isolados de orgaos aéreos de B. trimera, até o presente, foram os 6leos volateis (Naves 1959),
flavonoides (Soicke & Leng-Peschlow 1987, Gené et al. 1996), saponinas (Gené et al. 1996,
Chicourel et al. 1998) e diterpendides (Torres et al. 2000).

Estudos com o6leos volateis de Baccharis trimera mostraram variagdes em termos
quantitativos, bem como em sua composi¢ao quimica (Siqueira et al. 1985, 1986, Chialva &
Doglia 1986, Poca 2005, Simdes-Pires et al. 2005, Silva et al. 2006). A variabilidade quimica

em plantas pode ocorrer naturalmente devido a influéncia de fatores abidticos, tais como
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temperatura, precipitacdo, umidade relativa do ar, radiagdo, regime de ventos, altitude, tipo de
solo, disponibilidade hidrica e nutricional (Lima et al. 2003, Akrout et al. 2003), e depende
parcialmente do estadio fenoldgico ¢ do sexo da planta (Lago et al. 2006). Ainda, em
populacdes de plantas silvestres, podem ocorrer variagdes genéticas devido principalmente a
fecundagdo cruzada, resultando em plantas com a morfologia externa idéntica, mas que
diferem, as vezes consideravelmente, em sua composicdo quimica, ¢ podem ser denominadas
quimiotipos (Simdes & Spitzer 2003). As variagdes na composi¢ao quimica dos 6leos volateis
também podem alterar a atividade bioldgica que lhes ¢é atribuida (Cimanga et al. 2002).
Considerando a escassez de informagdes sobre a atividade bioldgica de seus 6leos
volateis e o elevado potencial medicinal de Baccharis trimera, o objetivo deste trabalho foi
verificar se a composicdo quimica e a atividade bioldgica dos seus Oleos volateis poderiam

variar sazonalmente, em populagdes de plantas em areas de Cerrado e Mata Atlantica.

Material e Métodos

1. Coleta de material vegetal

A parte aérea de plantas de Baccharis trimera foi coletada na Reserva Biologica e
Estacdo Experimental de Mogi Guagu (22°18’S e 47°11’W) em area de Cerrado e na Reserva
Biologica do Alto da Serra de Paranapiacaba (23°46°S e 46°18°W) em area de Mata Atlantica
no estado de Sao Paulo. As coletas foram realizadas no meio de cada estagdo, por dois anos
consecutivos, iniciando-se no verdo de 2004. Apoés a coleta, o material vegetal foi seccionado
em por¢des menores, de aproximadamente 5 cm de comprimento, e em seguida determinou-se
a massa de matéria fresca. Metade do material fresco foi submetida a extragdo de Oleos
volateis e o restante do material foi colocado para secar em estufa a 40°C com circulagdo

forcada de ar para se obter a massa de matéria seca (cerca de 10 dias).
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2. Extracao de dleos volateis

O material vegetal fresco e seco de cada area de coleta e estacdo do ano foi submetido
a extragdo do 6leo volatil por hidrodestilagdo em aparelho do tipo Clevenger. Apos 3 h foram
recolhidos aproximadamente 300 mL de hidrolato (agua + 6leo). O 6leo foi separado com
pentano e foi adicionado sulfato de sédio anidro para remover o restante da agua presente. Em
seguida o pentano foi removido em evaporador rotatorio. O rendimento de cada extra¢do, em

duas repeti¢des, foi calculado com base nas massas de matéria fresca e seca.

3. Identificacdo dos compostos dos dleos volateis

As amostras de dleos volateis (1 uL) diluidas em acetona (1:10) foram analisadas quali
e quantitativamente em cromatografia a gas, em aparelho Hewlett-Packard, acoplado a
espectrometro de massas, com energia de ionizagdo de 70 eV. As colunas capilares utilizadas
foram HP 5-MS e Carbowax (30 m x 0,25 mm de diametro interno, com 0,25 um de
espessura), nas seguintes condigdes: injetor a 250°C, temperatura de aquecimento da coluna
de 40 a 260°C (3°C min™") tendo hélio como gas de arraste (1 mL min™). O indice de retengio
(IR) foi calculado em coluna em coluna HP 5-MS, utilizando uma série homologa de n-
alcanos (Cs — Cjp) submetidas as mesmas condigdes da andlise cromatografica. A
identificacdo dos compostos foi feita por comparagdao entre seus espectros de massas com
aqueles registrados na base de dados da biblioteca Willey 275 e entre os indices de retengao

calculados com valores da literatura especializada (Adams 2001).

4. Estudo da Atividade Biologica
4.1- Atividade Antifungica

Amostras de 10 uL de dleos volateis, correspondente a 400 pg, foram aplicadas em
placas prontas de silica Gel, suportadas em aluminio Fjs4 Merck® e eluidas com

diclorometano. Apos a evaporacdo completa do solvente, as placas foram nebulizadas com
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uma suspensdo de esporos de Cladosporium sphaerospermum Penz. (SPC 491) ou C.
cladosporioides (Fres.) Devries (SPC 140) em uma solugdo de glicose e sais (Homans &
Fuchs 1970, Rahalison et al. 1994) e incubadas por 48 h a 28°C, no escuro. Decorrido o
tempo de incubagdo, zonas claras corresponderam a areas de inibicdo de crescimento dos
fungos pela agdo dos 6leos volateis. Nistatina (1 pg) e Miconazol (0,5 pg) foram usados como

controles positivos.

4.2- Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de diluicdo em microplacas
(Willinger et al. 2000) frente a duas bactérias Gram-Negativas, Escherichia coli (ATCC,
American Type Culture Collection, 8739) ¢ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), uma
bactéria Gram-Positiva, Staphylococcus aureus (ATCC 6538), ¢ um fungo leveduriforme,
Candida albicans (ATCC 10231).

Para cada ensaio, os microorganismos foram incubados previamente em tubos de
ensaio inclinados com meio semi-solido TSA (Tryptose Soya Agar, Difco) para as bactérias, a
37°C, e SDA (Sabouraud Dextrose Agar, Difco), a 25°C, para o fungo, ambos por 24 h. As
culturas obtidas dos tubos inclinados foram re-suspendidas em solu¢do salina 0,85%. As
suspensdes microbianas foram entdo diluidas em série e inoculadas em meio TSA e SDA,
para determinagao da concentragao dos microorganismos. Para tanto, a suspensao microbiana
foi diluida em meio TSB (Tryptose Soya Broth, Difco) ¢ SDB (Sabouraud Dextrose Broth,
Difco), de modo que a concentragdo final de microorganismos fosse 200 Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC) em 200 uL (Willinger et al. 2000, Devienne & Raddi 2002).

Os oleos extraidos do material vegetal foram diluidos em DMSO:MeOH (1:1, v/v) e
10 uL da solugdo de 6leo volatil diluidos em 190 pL das suspensdes microbianas foram
inoculados em microplacas, resultando na propor¢do final de 3,1 uL de 6leo.mL™ de meio.

Como controles positivos foram utilizados 10 pL de uma solucio (I mgmL’') de
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Cloranfenicol ¢ Amicacina, para as bactérias e Nistatina para C. albicans. Como controle
negativo foram utilizados 10 pL de solugdo DMSO:MeOH (1:1, v/v). As microplacas foram
incubadas em estufa bacteriologica por 48 h, a 25°C para C. albicans e 24 h, a 35°C para os
demais microorganismos. A porcentagem de inibi¢do do crescimento dos microorganismos
foi calculada a partir da absorbancia obtida em leitor de microplacas UV/Visivel a 630 nm

(SLT Spectra) (Willinger et al. 2000, Devienne & Raddi 2002).

4.3- Atividade alelopatica

Os oleos volateis extraidos de plantas secas foram emulsionados com Tween 80, na
proporgao 1:1 e dissolvidos em agua destilada para a obtencao de solug¢des nas proporgdes de
0,1:100, 1:100 e 2:100 (v/v). O controle consistiu de solu¢do de Tween 80: dgua destilada
(1:1, v/v) e agua destilada. O potencial alelopatico do 6leo foi testado na germinagdo de
sementes de alface (Lactuca sativa L. var. Grand Rapids), em quatro repeticdes de 50
sementes cada, em placas de Petri, com duas folhas de papel de filtro umedecidas com 2 mL
de agua destilada. Apos a semeadura, 1 mL da solu¢do de cada propor¢cdo do o6leo foi
distribuida em duas folhas de papel de filtro fixados na tampa da placa. Posteriormente, as
placas foram envolvidas em filme de PVC transparente e colocadas em germinador, a 25°C,
sob luz constante (Koitabashi et al. 1997). Considerou-se germinada a semente que
apresentou protrusao da radicula maior que 0,2 mm, apds 48 h.

Os dados de germinabilidade foram transformados em arco seno, antes de se proceder
a andlise estatistica. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado e os
resultados foram comparados por andlise de varidncia (Teste F, a 5% de probabilidade);

contrastes entre as médias dos tratamentos foram analisados pelo Teste de Tukey (5%).
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Resultados

As temperaturas maxima e minima, umidade relativa do ar e precipitagdo, registradas
na RBEE de Mogi Guacu ¢ na RBAS de Paranapiacaba entre setembro de 2004 e dezembro
de 2006 sdao mostradas na figura 1. As temperaturas maximas na RBEE de Mogi Guagu
ficaram em torno de 33°C (figura 1 A), entre os meses de setembro e janeiro, coincidente com
os maiores indices de precipitacdo (figura 1 B), o que comprova a ocorréncia de uma estagao
quente e chuvosa e outra estagdo mais fria e seca. Na RBAS de Paranapiacaba, também
ocorreram oscilagdes nas temperaturas maximas ¢ minimas ao longo do periodo das coletas
(figura 1 C), com precipitagao superior as registradas da RBEE de Mogi Guagu e com menor
amplitude de variagdo na umidade relativa do ar (figura 1 D). Dados médios de temperatura,
umidade relativa do ar, precipitagdo, pH e tipo de solo das duas areas de coleta sdo mostrados
na tabela 1. Na area de Cerrado, foram encontradas as temperaturas mais elevadas. Indices
maiores na precipitacdo anual e na umidade relativa do ar foram obtidos na regido da Mata
Atlantica, que contém o solo mais acidificado (tabela 1).

A figura 2 mostra a relacdo entre os rendimentos dos Oleos volateis de plantas
coletadas em area do Cerrado e Mata Atlantica e os dados de temperatura e precipitacao
registrados durante o periodo das coletas. No Cerrado, observou-se que a diminui¢do da
temperatura (figura 2A) e da precipitagdo (figura 2B), entre os meses de margo e agosto, esta
associada ao aumento no rendimento dos Oleos volateis. J& na regido de Mata Atlantica,
embora ndo sendo observada uma estagdo fria e seca marcante, também foi registrada uma
diminui¢do da temperatura entre margo e agosto (figura 2C) e uma oscilacdo nos indices

pluviométricos nesse mesmo periodo (figura 2D).
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Figura 1. Temperaturas maxima e minima, umidade relativa do ar e precipitagdo, registradas diariamente pela Estacdo Meteorologica da RBEE de

Mogi Guagu, SP (A e B) e Estacdo Meteoroldgica da Industia Solvay Indupa do Brasil S.A., localizada proxima a RBAS de Paranapiacaba, SP (C e D),

no periodo de setembro 2004 a dezembro de 2006. Setas indicam os meses de coleta de plantas de Baccharis trimera.
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Tabela 1. Dados médios de temperatura, precipitacdo, umidade relativa do ar, pH do solo e
tipo de solo da Reserva Bioldgica e Estagdo Experimental de Mogi Guacu (Cerrado) e da
Reserva Bioldgica do Alto da Serra de Paranapiacaba (Mata Atlantica). Periodo de setembro

de 2004 a dezembro de 2006.

RBEE de Mogi Guacu RBAS de Paranapiacaba

DS (Cerrado) (Mata Atlantica)
temperatura maxima* 28,8°C 22,7°C
temperatura minima* 14,9°C 14,9°C
precipitagdo anual* 2953,9 mm 4687,4 mm
umidade relativa do ar* 74,7% 93,7%

pH do solo** 4,9 3,6

tipo de solo** limo, arenoso, barrento limo, fino, arenoso

* médias das medidas didrias do periodo de setembro de 2004 a dezembro de 2006
** de acordo com o Laboratério Agrondmico S/C Ltda (LAGRO)

Para cada local de coleta, nos dois anos em que as plantas foram coletadas, os
rendimentos dos oOleos volateis extraidos foram sempre superiores nas amostras de plantas
secas (figura 2). Os menores rendimentos dos 6leos volateis (figura 2) foram obtidos no verao
de 2005, nas duas areas de coleta. Na ocasido dessa coleta, as plantas estavam no final do
estadio reprodutivo, na fase de dispersdo dos aquénios. Nas demais coletas, as plantas
estavam em estadio vegetativo.

De modo geral, o rendimento dos 6leos volateis foi menor no primeiro ano de coleta
das plantas, nas duas areas, periodo em que as plantas da populagdo de Cerrado possuiam
maior teor de umidade. No periodo entre o outono e o inverno de 2006, a diminui¢ao do teor
de umidade das plantas foi concomitante ao aumento no rendimento do 6leo volatil (figura 3).

A composi¢do quimica das amostras de 6leos volateis de plantas frescas e secas de B.
trimera, coletadas sazonalmente em areas de Cerrado e Mata Atlantica, no ano de 2005, pode
ser visualizada nas tabelas 2 e 3. Foram identificados acima de 97% dos compostos de cada
amostra. O numero de compostos caracterizados variou de oito, nas amostras de Mata
Atlantica (tabela 2) e de Cerrado (tabela 3) a 35 compostos em area de Mata Atlantica (tabela

3) e de Cerrado (tabela 5).
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Figura 2. Rendimento (%) de 6leo volatil em fungdo da massa fresca e seca de plantas de Baccharis trimera coletadas em areas de Cerrado (A e B) e de

Mata Atlantica (C e D), em relag@o as temperaturas maxima, minima e precipitagdo no periodo de novembro de 2004 a novembro de 2006.
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Figura 3. Rendimento (%, barras) de 6leo volatil em fun¢io da umidade (% de Base Umida,
simbolos) de plantas de Baccharis trimera coletadas no Cerrado (barras ¢ simbolos vazios) e

na Mata Atlantica (barras e simbolos cheios), do verdo de 2005 a primavera de 2006.

Nas amostras de plantas frescas de B. trimera, nas duas areas de coleta, os
hidrocarbonetos sesquiterpénicos apareceram em porcentagem mais alta (tabelas 2 e 4),
exceto na amostra de 6leo de plantas coletadas na Mata Atlantica, no inverno (tabela 4). Em
relag@o a extragdo de dleo volatil de plantas secas de B. trimera, os monoterpenos oxigenados

foram obtidos em maior quantidade no ano de 2005 (tabela 3).

As estruturas quimicas dos compostos majoritarios (area do pico > 10%)
caracterizados nos Oleos volateis de plantas frescas e secas de B. trimera podem ser
visualizadas na figura 4. Em todas as amostras o carquejol (1) foi o componente majoritario,
variando entre 15,45% (tabela 2) e 31,17% (tabela 3). Os compostos a-pineno (2),
germacreno-D (3), biciclogermacreno (4) e germacreno-B (5) também ocorreram em maior
quantidade nas amostras de plantas frescas de 2005. Nas amostras de 6leos volateis de plantas
secas de B. trimera, ainda no ano de 2005 (tabela 3), acetato de carquejila (6), B-cariofileno

(7), aromadendreno (8) e espatulenol (9) apresentaram areas de pico maiores que 10%.

Carquejol, acetato de carquejila, germacreno-D, germacreno-B e espatulenol também foram
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caracterizados como compostos majoritarios nas amostras de 6leos volateis extraidos de

plantas coletadas em 2006 (tabelas 4 e 5).

Tabela 2. Composigdo quimica de oleos volateis de plantas frescas de Baccharis trimera

coletadas em areas de Cerrado e Mata Atlantica, durante o ano de 2005, nas diferentes

estacdes do ano.

Composto Verio Qutono Inverno Primavera
IR Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata
o-pineno 916 094 2,35 0,30 0,90 - 12,70 - 2,39
sabineno 955 - 2,91 - 2,60 - - - -
B-pineno 972 6,01 1,80 2,64 1,30 8,41 - 0,70 1,07
mirceno 981 2,68 2,31 1,34 - 5,05 8,50 - 1,87
limoneno 1020 0,20 2,28 - - - - - -
trans-f3-ocimeno 1038 0,38 2,54 - 1,10 - - - -
Y- terpineno 1062 - - - 0,30 - - 0,10 -
caquejol 1149 2287 21,80 1545 17,50 23,7 20,10 2820 28,43
naftaleno 1172 0,40 0,73 1,10 0,70 - - 3,80 0,30
o-terpineol 1184 - - - - - - 0,31 -
acetato de carquejila 1294 4,10 1,61 0,50 7,80 6,80 390 035 2,63
Monoterpenos (%) 37,58 38,33 21,33 32,20 43,96 4520 33,46 36,69
a-cubebeno 1351 0,40 1,84 0,33 - - - 0,20 0,10
oL-copaeno 1370 1,52 - 0,95 0,30 - - 0,80 0,13
B-cubebeno 1375 0,74 - 0,33 - - - - -
B-elemeno 1385 1,85 2,46 7,50 9,20 - - 2,80 3,50
o-gurjuneno 1409 2,10 1,35 2,90 - - - - 0,40
B-cariofileno 1420 9,27 349 8,66 3,10 7,82 10,30 3,30 4,05
B- gurjuneno 1431 - - - 1,60 - - - -
aromadendreno 1438 - 2,67 570 3,20 4,22 12,00 9,80 14,20
o-guaieno 1440 1,21 - 0,80 - - - 0,30 2,07
a-humuleno 1454 1,91 2,14 2,27 7,90 - 13,80 - 6,70
allo-aromadendreno 1461 2,05 2,38 - 10,70 - - 2,17 -
y-gurjuneno 1470 - 6,49 - 0,30 - - 0,30 -
y-muuroleno 1473 - - - - - - 0,45 -
v-himacheleno 1476 - 1,45 - - - - - -
germacreno-D 1480 6,75 7,37 1540 10,0 21,10 18,10 0,30 6,00
biciclogermacreno 1490 - 1,39 10,64 3,20 11,96 - 240 241
B- selineno 1493 0,80 1,13 290 2,10 - - 0,30 1,76
valenceno 1488 2,50 - 3,70 1,60 - - 2,20 -
viridifloreno 1493 0,50 0,84 0,40 - - - - -
a-selineno 1495 - - - - - - - 0,45
germacreno-B 1498 12,32 - - 2,30 - - 0,15 -
o-longipineno 1500 - 2,16 - - - - 1,84 -
o-muuroleno 1501 3,01 2,46 1,35 0,80 - - 4,10 1,96
a-farneseno 1504 1,00 1,08 1,00 - - - 1,10 0,30

continua



a-bisaboleno 1504 - - - 0,30 - - - 0,30
y-cadineno 1516 - 3,88 - - - - 0,60 -
d-cadineno 1526 9,55 5,87 6,70 3,10 7,57 - 3,60 5,10
a-calacoreno 1542 0,20 0,85 0,83 - - - 2,60 0,45
y-elemeno 1554 - 0,60 0,65 - - - - -
ledol 1562 - 1,00 - 2,90 - - - -
espatulenol 1571 - - - - - - 22,0 3,64
oxido de cariofileno 1576 - - - - - - - 0,50
guaien-4-ol 1610 - 1,42 - - - - - 1,30
1-epi-cubenol 1616 - - - - - - - -
y-eudesmol 1635 - - - 2,90 - - - -
t-cadinol 1636 0,75 - - - - - - 1,94
t-muurolol 1638 1,11 - - - - - - 0,19
torreiol 1641 0,40 - 4,70 - - - 3,20 -
B-eudesmol 1644 - 1,77 - 1,0 3,00 - - -
a-eudesmol 1653 0,90 - - - - - - -
a-cadinol 1654 0,10 1,73 - 0,20 - - - -
oplopanona 1733 - - - - - - - 2,79
fitol 1745 - - 0,81 - - - 0,10 1,79
palustrol 1758 - 1,74 - - - - - -
Sesquiterpenos (%) 60,94 59,56 78,52 66,70 55,67 5420 64,61 62,03
Total (%) 98,52 97,89 99,85 98,90 99,63 99,40 98,07 98,72
Hidrocarbonetos 10,61 1492 538 690 1346 2120 460 563
Monoterpénicos

Monoterpenos Oxigenados 26,97 23,41 15,95 25,30 30,50 24,00 28,86 31,06
ghdm?arb‘i“e.“’s 57,68 51,90 73,01 59,70 52,67 5420 3931 49,88

esquiterpenicos
Sesquiterpenos Oxigenados 326 7,66 551 7,00 3,00 - 25,30 12,50

Tabela 3. Composi¢do quimica de o6leos volateis de plantas secas de Baccharis trimera

coletadas em areas de Cerrado e Mata Atlantica, durante o ano de 2005, nas diferentes

estacdes do ano.

Composto Verio QOutono Inverno Primavera
IR Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata
o-pineno 916 - - - 1,00 - 2,32 - 1,30
sabineno 955 - - - - - - - 0,41
B-pineno 972 6,93 2,86 - 0,40 4,77 - 3,10 0,35
mirceno 981 - - - - - 1,70 - -
B-felandreno 1026 - - - - - - - 1,00
trans-f-ocimeno 1038 - - - - - 1,08 - -
Y- terpineno 1062 - - - - - - - 0,25
terpinoleno 1088 - - - - - - - 1,16
caquejol 1149 29,87 25,71 29,59 26,50 22,34 27,73 31,17 28,32
naftaleno 1172 - - 4,10 2,40 - - 0,90 -
acetato de carquejila 1294 17,80 15,76 18,57 21,30 18,67 18,95 20,70 19,90

continua
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Monoterpenos (%) 54,60 4433 5226 51,60 45,78 51,78 55,87 52,69
a-cubebeno 1351 - 5,41 - - - - - 0,13
o.-copaeno 1370 2,53 - 1,20 - - - 0,60 1,53
B-cubebeno 1375 - - - 0,40 - - - -
B-elemeno 1385 2,77 3,16 3,20 2,70 - 1,21 1,30 2,00
o--gurjuneno 1409 - - - 0,70 - - - 0,40
B-cariofileno 1420 14,37 9,71 6,10 4,50 12,73 7,01 6,00 3,62
B- gurjuneno 1431 - - - 0,70 - - - -
aromadendreno 1438 - - 1,90 7,80 12,53 848 6,60 3,43
o--guaieno 1440 - 6,59 4280 - - - - 3,70
o-humuleno 1454 3,36 5,08 230 590 - 8,07 - 4,84
allo-aromadendreno 1461 - - - - - - - 3,25
Y-gurjuneno 1470 - - - 0,30 - 1,50 - 0,31
y-muuroleno 1473 - - - - - - - 1,40
germacreno-D 1480 - 5,59 3,98 - 10,83 11,71 2,02 1,91
biciclogermacreno 1490 - 6,14 3,65 - 10,90 - 1,60 -
B- selineno 1493 - - 1,30 1,90 - - 1,10 1,50
valenceno 1488 - 5,64 390 4,90 - - 2,40 2,50
a-selineno 1495 7,28 - 3,90 - - 1,15 - 4,85
germacreno-B 1498 - - - - - 1,36 - 0,25
o-longipineno 1500 - - - - - - 0,80 0,10
o-muuroleno 1501 - - 1,80 2,40 - - - 0,72
a-farneseno 1504 - - 1,10 - - - - 0,50
a-bisaboleno 1504 - - - 0,22 - - - -
y-cadineno 1516 - 2,54 - - - - - -
d-cadineno 1526 6,23 4,19 3,60 1,60 6,76 4,16 2,50 1,28
a-calacoreno 1542 391 0,70 - - - - 0,80
ledol 1562 - - 1,10 6,90 - - - 1,12
espatulenol 1571 - - - - - - 16,50 -
oxido de cariofileno 1576 - - - - - - - 1,08
y-eudesmol 1635 - - - 1,70 - - - -
t-cadinol 1636 - - - - - - - 1,37
t-muurolol 1638 - - - - - - - 4,08
torreiol 1641 0,98 - 2,80 4,10 - 3,69 1,60 2,92
B-eudesmol 1644 0,77 - - - - - - 0,64
a-eudesmol 1653 0,32 - - - - - - -
germacrona 1691 0,15 - - - - - - -
oplopanona 1733 - - - - - - - -
palustrol 1758 1,32 - - - - - - -
Sesquiterpenos (%) 4399 54,05 47,33 46,72 53,75 48,34 43,02 48,23
Total (%) 98,59 98,38 99,59 97,32 99,53 97,80 98,89 99,21
Hidrocarbonetos 693 286 410 380 477 510 40 447
Monoterpénicos

Monoterpenos Oxigenados 47,67 41,47 48,16 47,80 41,01 46,68 51,87 48,22
Hidrocarbonetos 40,45 54,05 4343 34,02 53,75 44,65 2492 37,02
Sesquiterpénicos

Sesquiterpenos Oxigenados 3,54 - 3,90 5,80 - 3,69 18,10 11,21
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Tabela 4. Composigdo quimica de oleos volateis de plantas frescas de Baccharis trimera

coletadas em areas de Cerrado e Mata Atlantica, durante o ano de 2006, nas diferentes

estacdes do ano.

Composto Verio QOutono Inverno Primavera
IR Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata
o-pineno 916 - - 0,48 6,10 0,45 1,53 0,29 2,54
sabineno 955 - - - - - 1,03 2,04 -
B-pineno 972 5,62 0,88 6,00 1,13 3,98 0,63 3,06 0,65
mirceno 981 2,26 - - 5,14 235 - - 2,48
limoneno 1020 - - - - 0,10 - - -
trans-B-ocimeno 1038 - - - - - - 0,48 3,04
¥- terpineno 1062 - - - 0,70 - - - 0,17
caquejol 1149 20,35 20,70 21,18 23,79 21,86 25,88 23,12 20,35
naftaleno 1172 - 0,80 0,97 - 0,52 029 026 0,17
acetato de carquejila 1294 14,18 12,03 15,21 14,01 17,22 13,70 15,89 14,67
Monoterpenos (%) 42,41 3441 43,84 50,87 46,48 43,06 45,14 44,07
a-cubebeno 1351 - - 0,49 - 0,42 - 0,31 0,10
oL-copaeno 1370 1,15 0,48 0,87 0,65 0,86 0,27 0,69 0,31
B-cubebeno 1375 2,20 - - 0,54 1,54 - - 0,18
B-elemeno 1385 1,34 0,87 1,99 1,40 2,56 - 2,21 2,23
o-gurjuneno 1409 1,10 - 1,89 1,85 1,97 - 3,81 2,14
B-cariofileno 1420 5,63 3,23 3,62 4,35 - - - 4,56
B- gurjuneno 1431 - - - - - 4,21 - -
aromadendreno 1438 6,91 2,64 1,71 1,67 7,41 5,51 8,43 8,21
o-guaieno 1440 - - - 0,15 - - - -
a-cadineno 1447 - - 0,42 - 0,28 - 0,29 -
o-humuleno 1454 1,42 089 254 2776 2,35 4,21 2,04 6,20
allo-aromadendreno 1461 - 042 2,89 293 - 1,65 1,88 0,95
Y-gurjuneno 1470 - - - - - - - 0,19
y-muuroleno 1473 - 1,29 - - - - - -
germacreno-D 1480 1,19 329 588 344 16,50 4,55 21,62 7,65
B- selineno 1493 2,1 - 2,74 391 2,13 1,81 0,71 1,76
valenceno 1488 - 1,79 1,78 1,15 347 220 0,16 0,28
viridifloreno 1493 - - - 0,32 - - - -
o-selineno 1495 - - - 0,32 - - - -
germacreno-B 1498 10,07 13,09 10,39 10,00 0,68 - 0,58 3,75
o-longipineno 1500 - - - 0,94 - - - -
o-muuroleno 1501 0,85 1,53 1,55 3,19 1,20 1,28 5,98 1,38
a-farneseno 1504 1,68 0,80 - - 0,75 - 1,09 -
a-bisaboleno 1504 - - - - - - - 0,36
y-cadineno 1516 - - 0,16 2,08 - - - -
8-cadineno 1526 7,32 2,776 7,85 4,18 6,41 1,98 6,52 2,95
a-calacoreno 1542 - - 0,35 1,14 0,30 0,42 - 0,37
y-elemeno 1554 0,67 0,95 0,75 0,85 - 1,40 - -
ledol 1562 3,02 1,29 - - - 2,34 - -
espatulenol 1571 - 18,51 - - - 10,60 - 8,56

continua



oxido de cariofileno 1576 - - - - - 0,64 - -
guaien-4-ol 1610 - 1,24 - - - - - -
1-epi-cubenol 1616 - 0,44 - 1,05 - 1,72 - -
y-eudesmol 1635 - 0,67 - - - 0,19 - -
t-cadinol 1636 5,58 - 3,38 - - 0,57 - 4,17
t-muurolol 1638 - 1,10 - - - 0,77 - -
torreiol 1641 4,76 1,22 3,15 4,19 3,89 3,33 - -
B-eudesmol 1644 - 0,86 - 0,44 - 0,61 - 0,29
a-eudesmol 1653 - 2,46 0,22 - - 0,43 - -
a-cadinol 1654 - 0,58 - - - 2,13 - -
germacrona 1691 - 0,36 - - - 2,68 - -
oplopanona 1733 - - - 0,21 - 1,36 - -
fitol 1745 0,34 - 0,13 0,34 0,20 - 0,18 -
palustrol 1758 - - - - - 3,68 - -
Sesquiterpenos (%) 57,33 62,76 54,75 54,05 52,92 58,54 56,50 56,59
Total (%) 99,74 97,17 98,12 98,82 9895 99,04 9931 98,12
Hdrocarbonetos 788 168 745 13,07 740 348 307 9,05
onoterpenicos
Monoterpenos Oxigenados 34,56 32,73 36,39 37,80 39,08 39,58 39,01 35,02
ghdm?arb‘i“e.“’s 43,63 34,03 47,87 47,82 4883 2749 5632 43,57
esquiterpenicos
Sesquiterpenos Oxigenados 13,70 28,73 6,88 6,23 4,09 31,05 0,18 13,02

Tabela 5. Composi¢do quimica de o6leos volateis de plantas secas de Baccharis trimera

coletadas em areas de Cerrado e Mata Atlantica, durante o ano de 2006, nas diferentes

estacdes do ano.

Composto Verio QOutono Inverno Primavera
IR Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata
o-pineno 916 1,27 3,45 0,34 - - 0,48 0,18 1,18
sabineno 955 - 3,97 0,28 - - 0,22 - 1,03
B-pineno 972 - 1,88 1,32 - 0,74 0,33 1,16 0,22
limoneno 1020 - - - - - - 0,22 -
Y- terpineno 1062 - - - 0,19 - - 0,15 0,11
caquejol 1149 29,71 21,04 20,26 21,37 21,53 20,34 25,39 25,36
naftaleno 1172 - 1,21 2,69 - 0,86 - - -
acetato de carquejila 1294 21,84 14,30 14,04 11,38 15,65 12,61 1824 1946
Monoterpenos (%) 52,82 4585 3893 3294 3878 3398 4534 47,36
a-cubebeno 1351 - - 0,25 0,71 0,20 - 0,19 -
o.-copaeno 1370 - - 1,08 - 1,00 - 1,05 0,23
B-cubebeno 1375 - 0,42 - - 0,16 - - -
B-elemeno 1385 0,81 2,01 1,39 1,97 1,15 1,73 1,49 1,66
o--gurjuneno 1409 - - 0,20 1,57 1,76 3,12 5,33 228
B-cariofileno 1420 338 7,72 520 5,82 3,54 526 6,35 483
aromadendreno 1438 5,23 812 805 944 9,67 9,29 1,16 7,78

continua
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o--guaieno 1440 - - 0,23 - - - - -
o-humuleno 1454 4,60 543 232 590 395 640 252 1,22
allo-aromadendreno 1461 2,07 - - 594 440 750 4,14 1,73
y-gurjuneno 1470 1,08 - - 0,65 2,43 4,30 - 0,70
y-muuroleno 1473 - - 2,17 - - - - -
germacreno-D 1480 - - 1,50 - 3,61 6,68 4,03 2,14
biciclogermacreno 1490 - - 5,26 - - - - -
B- selineno 1493 2,05 1,66 1,54 3,52 325 224 2,16 2,69
valenceno 1488 0,75 0,28 3,67 1,52 3,10 0,21 3,20
viridifloreno 1493 - - - - 1,49 0,28 0,42 0,49
a-selineno 1495 - - 1,82 - - - - 0,76
germacreno-B 1498 11,39 5,62 5,00 645 0,16 293 328 337
o-longipineno 1500 - - - 391 1,28 - 0,71 0,37
o-muuroleno 1501 1,93 0,93 3,43 8,02 3,33 2,77 2,25 -
o-farneseno 1504 - - - - 0,71 - 1,29 -
y-cadineno 1516 - - - 0,76 - - 1,42 -
d-cadineno 1526 1,49 3,32 3,22 - - - - -
a-calacoreno 1542 - - 0,64 0,95 3,55 1,08 2,13 7,42
y-elemeno 1554 - - - 0,93 - 0,72 - -
espatulenol 1571 1,46 - 5,74 10,95 26,40 8,01 2294 5,07
oxido de cariofileno 1576 - - - - 1,36 - - 2,0
guaien-4-ol 1610 - 4,11 0,71 - 1,16 1,83 0,65 -
1-epi-cubenol 1616 - 1,38 1,53 0,23 - - - -
y-eudesmol 1635 - 1,99 - 1,29 - - 0,96 0,95
t-cadinol 1636 3,0 0,53 - 0,61 - - 0,49 0,24
t-muurolol 1638 4,01 0,94 - 1,45 - 3,01 0,72 0,19
torreiol 1641 2,28 0,46 1,47 2,73 1,47 1,90 1,75 3,95
B-eudesmol 1644 - 2,76 1,31 0,64 0,96 1,41 1,34 0,19
o-eudesmol 1653 - 0,34 1,06 0,55 035 091 1,78 2,64
o-cadinol 1654 - 0,72 - 0,42 026 0,36 1,10 1,98
germacrona 1691 - - - 0,45 0,19 1,52 1,42 0,48
oplopanona 1733 - - - - 0,24 - 1,07 0,77
fitol 1745 0,44 - 0,60 - 0,12 - - 0,30
palustrol 1758 - - - 1,33 - - - 0,90
Sesquiterpenos (%) 4597 53,27 50,34 67,76 60,37 6545 54,40 52,26
Total (%) 98,79 99,12 98,32 99,37 99,15 99,43 99,74 98,72
rdrocarbonetos 127 1051 463 0,19 160 1,03 1,71 2,54
onoterpenicos
Monoterpenos Oxigenados 51,55 35,34 34,30 32,75 37,18 32,95 43,63 44,82
Hidrocarbonetos 34,78 27,51 4697 58,06 5426 5451 43,12 37,67
Sesquiterpénicos
Sesquiterpenos Oxigenados 11,19 25,76 12,42 9,70 6,11 1094 11,28 14,59
Todas as amostras revelaram os mesmos constituintes, com exce¢do dos

hidrocarbonetos monoterpénicos [-felandreno e terpinoleno, que foram os compostos

exclusivos dos oleos volateis de plantas de B. trimera coletadas na vegetacdo da Mata

Atlantica. Nas plantas da area de Cerrado, ndo foi encontrado nenhum composto exclusivo.
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Figura 4. Estruturas quimicas de compostos volateis com area de pico > 10%, caracterizados
nos 6leos volateis de plantas de Baccharis trimera, coletadas em regides de Cerrado ¢ Mata

Atlantica, sazonalmente, nos anos de 2005 e 2006.

Os compostos com areas de picos maiores que 5%, obtidos sazonalmente de plantas
frescas e secas de B. trimera coletadas nas duas areas, nos dois anos consecutivos, s3o
mostrados na figura 5. Biciclogermacreno foi encontrado em maior concentracdo nas
amostras de plantas frescas e secas coletadas em 2005 em drea de Cerrado. Nas amostras de

plantas secas de B. trimera coletadas em 2005, o composto B-cariofileno foi caracterizado em
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todas as amostras de 6leo volatil. Em 2006, em areas de Cerrado e Mata Atlantica, o
composto germacreno-B ocorreu na maioria das coletas (figura 5).

Os resultados da atividade antifingica dos 6leos volateis extraidos de material fresco e
seco de plantas de B. trimera, coletadas sazonalmente em areas de Cerrado ¢ Mata Atlantica,
estdo mostrados na tabela 6 e figura 6. Oleos volateis extraidos de plantas frescas de areas de
Cerrado apresentaram no inverno (Rf: 0,31) e na primavera (Rf: 0,29), atividade fraca contra
o fungo Cladosporium sphaerospermum e, no outono ¢ inverno (Rf: 0,39), contra C.
cladosporioides. Amostras de 6leos volateis extraidos de material coletado na area de Mata
Atlantica, no verdo e primavera (Rf: 0,5) e no inverno (Rf: 0,7) apresentaram atividade
antifungica forte contra as duas espécies de fungos testados. As amostras de 6leos volateis
extraidos de plantas secas das duas areas de coleta ndo apresentaram atividade antifungica
forte. No entanto, 6leos volateis obtidos de plantas da Mata Atlantica apresentaram atividade
inibitoria média contra C. sphaerospermum e C. cladosporioides, no outono (Rf: 0,04) ¢ no
inverno (Rf: 0,45 para C. sphaerospermum e 0,05 para C. cladosporioides) (tabela 6).

A atividade antimicrobiana de 6leos volateis de plantas de B. trimera coletadas em
areas de Cerrado e Mata Atlantica pode ser visualizada na tabela 7. Staphylococcus aureus e
Candida albicans foram os microorganismos mais suscetiveis aos oleos volateis, com 100%
de inibi¢do do crescimento em todas as estacdes do ano, dependendo da éarea de coleta e do
tipo de material vegetal utilizado na extragdo (fresco ou seco). Somente os 6leos volateis de
plantas secas de area de Cerrado inibiram 100% o crescimento de Pseudomonas aeruginosa.
A porcentagem maior de inibi¢do de crescimento de Escherichia coli foi de 27,3%, na
presenca de oleos volateis de plantas frescas de B. trimera da populagdo de Mata Atlantica.

Esse microorganismo mostrou-se resistente aos oleos volateis testados (tabela 7).
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Figura 5. Compostos volateis com areas de pico superiores a 5%, caracterizados nas amostras de 6leos volateis de plantas frescas e secas de Baccharis

trimera coletadas em vegetagdo de Cerrado (C) ¢ Mata Atlantica (MA), nos anos de 2005 e 2006.
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Tabela 6. Atividade antifingica sobre Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides
de Oleos volateis (400 pg) de plantas frescas ¢ secas de Baccharis trimera coletadas

sazonalmente em vegetagdo de Cerrado e Mata Atlantica.

Plantas Frescas

Estacio do C. sphaerospermum C. cladosporioides
ag; o Cerrado Mata Atlantica Cerrado Mata Atlantica
Rf Atividade Rf Atividade Rf Atividade  Rf Atividade
0,5 *x %
0,17 #ok 0,5 o
verao - - 0:32 . - - 0,19 ®%
0’47 sk 0,49 *
0,03 *%
outono - - 0 w0k 0,39 * 0.39 .
0,7 ok ok 0,7 ok ok
inverno 0,31 ¢ 0,23 ok 0,39 * 0,22 o
0,4 s 0,39 *
0,5 5k ok 0,5 5k ok
primavera 0,29 * 0,22 * - - 0,22 *k
0,39 * 0,39 *
Plantas Secas
verao - - 0,02 * - - 0,02 *
0,07 * 0,04 ok
outono 0.37 . 0,04 w3k 0,39 * 0.39 .
: 0,45 ok 0,05 ok
inverno 0,37 * 0.39 . 0,39 * 0.39 .
primavera nr nr nr nr nr nr nr nr
=%%: atividade forte; **: atividade média; *: atividade fraca; -: sem atividade; nr: ndo
realizado

A tabela 8 mostra a germinabilidade de sementes de alface na presenca de dleos
volateis de plantas secas de B. trimera coletadas sazonalmente em areas de Cerrado ¢ Mata
Atlantica, em 2005. A inibicdo da germinagdo foi dose-dependente nas estacdes do ano,
variando em fung¢do da propor¢do do dleo volatil utilizado em relagdo ao tratamento controle.
Diferencas significativas foram observadas entre areas de coleta x estagdo do ano x propor¢ao
do ¢6leo. Na primavera, outono e inverno ocorreram diferencas entre as areas de coleta na
propor¢do de 0,1:100 do o6leo volatil; quando se utilizou 1:100 do oleo, diferencas na

germinabilidade das sementes de alface foram verificadas no verdo, outono e inverno; ainda,
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no outono e inverno, a 2:100, os 6leos volateis extraidos de plantas coletadas na Mata

Atlantica inibiram significativamente a germinagao das sementes.

Cladosporium sphaerospermum

Plantas Frescas Plantas Secas

Verao Outono Inverno Primavera Verao Outono  Inverno

Cladosporium cladosporioides

Verao Outono Inverno Primavera Verao Outono  Inverno

Figura 6. Bioautografia de 6leos volateis de plantas frescas e secas com atividade antifingica
de Baccharis trimera coletadas sazonalmente em areas de Cerrado (C) e Mata Atlantica (M),

no ano de 2005.
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Tabela 7. Atividade antimicrobiana (% de inibi¢do de crescimento) de dleos volateis de

plantas de Baccharis trimera, coletadas sazonalmente em areas de Cerrado ¢ Mata Atlantica.

Plantas Frescas

microorganismo Verao Outono Inverno Primavera
Cerrado  Mata Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata
E. coli 21,0 27,3 21,0 21,5 10,9 13,0 14,1 22.8
S. aureus 100,0 80,0 100,0 79,0 100,0 80,0 96,5 74,8
P. aeruginosa 40,0 394 43,1 95,0 46,0 18,3 60,7 92,0
C. albicans 65,0 17,0 50,2 100,0 85,0 8,6 69,7 98,0
Plantas Secas
E. coli 243 25,0 24,0 25,6 23,8 17,1 20,7 10,3
S. aureus 91,0 98,0 100,0 94,5 91,4 100,0 92,6 74,5
P. aeruginosa 49,5 42.5 50,0 74,0 432 42,6  100,0 58,4
C. albicans 99,0 100,0  100,0 99,3 100,0 100,0 97,8 90,2

Tabela 8. Germinabilidade (%) de sementes de alface (Lactuca sativa) na presenga de 6leos

volateis de plantas secas de Baccharis trimera, coletadas sazonalmente em areas de Cerrado e

Mata Atlantica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey

ao nivel de 5% de significancia. Letras maiusculas para comparagdo nas colunas, dentro de

locais de coleta; mintsculas, nas linhas entre os locais de coleta, dentro de cada estacdo do

ano.
tratamentos Primavera Verao Outono Inverno
Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata

H,O 93,5Aa 935Aa 945Aa 945Aa 90,5Aa 905Aa 91,0Aa 91,0 Aa
Tween 89,5Aa 895Aa 92,5Aa 925Aa 91,0Aa 91,0Aa 90,5Aa 90,5 Aa
0,1:100 89,5Aa 80,5Bb 83,5Ba 86,5Ba 93,0Aa 76,5Bb 93,0Aa 72,5Bb
1:100 73,0Ba  73,5Ca 81,0Ba 86,0Bb 86,5Ba 350Cb 90,5Aa 57,5Cb
2:100 545Ca 560Da 79,0Ba 785Ca 80,5Ca 16,0Db 81,0Ba 57,0Cb
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Discussao

As variagdes na composicdo do o6leo volatil e na atividade biologica tém sido
observadas. Como variam de acordo com a origem geografica do material, foi levantada a
hipotese de que seriam conseqiiéncias da influéncia de fatores ambientais (Zoghbi et al.
1998). Dentre estes, temperatura ¢ luminosidade afetam os niveis e a composi¢ao dos o6leos
volateis (Dudai et al. 1992).

A diminui¢do da temperatura e dos indices pluviométricos entre os meses de margo e
agosto, nas areas de Cerrado e Mata Atlantica, pode estar associada ao aumento no
rendimento dos oOleos volateis em plantas de B. trimera. Os terpenos, constituintes
majoritarios dos 6leos volateis, podem ser volatilizados para a atmosfera ou lixiviados para o
solo. Este fato poderia explicar o motivo pelo qual as plantas de B. trimera coletadas na
regido de Mata Atlantica renderam teores menores de 6leos volateis, visto que ocorreu pouca
oscilacdo de precipitagdo no periodo (figura 2).

Os teores de oOleo volatil de Lippia alba, uma Verbenaceae de Cerrado, foram
superiores na estagdo seca em relacdo a estacdo chuvosa (Santos & Innecco 2003). Os autores
também atribuiram este fato a diminui¢do da temperatura e da intensidade luminosa durante a
estacdo seca. Entre outras espécies de Cerrado, Ocotea odorifera (canela-sassafras), Casearia
sylvestris (guagatonga) (Castellani et al. 2006a) e Elyonorus muticus (espartilho) (Hess et al.
2007), o rendimento do O6leo volatil foi maior no outono. No entanto, em plantas de
Cymbopogon citratus (capim-limao), o teor de 6leo volatil mais elevado foi obtido no inverno
(Figueiredo et al. 2006). Por outro lado, a produgdo dos 6leos volateis das plantas medicinais
catuaba (Trilichia catigua) e negramina (Siparuna guianensis) ocorrentes na Mata Atlantica
secundaria em Minas Gerais ndo variou com a €poca de coleta (estagdes do ano) (Castellani et

al. 2006b). Assim, de acordo com os dados disponiveis, pode-se concluir que as espécies
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respondem diferentemente as condigdes ambientais que lhe sdo impostas e,
conseqiientemente, podem produzir quantidades distintas de 6leos volateis.

Fatores ambientais, especialmente temperatura e luminosidade, atuam diretamente em
processos como a fotossintese e a respiragdo, podendo influenciar indiretamente a produgao
de metabolitos secundarios, cuja sintese depende dos mesmos precursores do metabolismo
primario. Além disso, a intensidade luminosa pode afetar a producao de 6leos volateis pela
ativacdo de enzimas fotossensiveis envolvidas na sua rota biossintética (Bell 1981).

As aplicagdes fitoterapicas e industriais dos o6leos volateis e conseqlientemente, a
importancia econdmica de sua producdo, tém direcionado os estudos sobre secagem de
plantas para a obten¢do de compostos que atendam as exigéncias do mercado consumidor
(Santos & Innecco 2003). Os constituintes volateis aromaticos presentes nas plantas
medicinais s3o 0s componentes mais sensiveis ao processo de secagem (Venskutonis 1997),
pelo fato de que essas substancias sao rapidamente volatilizadas (Hertwig 1998).

O processo de secagem dos orgdos aéreos de plantas de B. trimera levou a um maior
rendimento de 6leos volateis, quando comparado ao rendimento de plantas frescas. Além da
secagem, a umidade das plantas na ocasido da coleta, deve ser levada em consideragdo. O
material que apresentou maior umidade, de modo geral, foi o que rendeu uma menor
quantidade de 6leo volatil (figura 3).

No estudo de Caujolle et al. (1960) também com plantas de B. trimera, o carquejol
apareceu como O composto majoritdrio; outros compostos também foram obtidos em
quantidades elevadas: acetato de carquejila, ledol e B-pineno. Para Martins et al. (2005) e
Simoes-Pires et al. (2005), o 6leo volatil de B. trimera constitui-se de o- e P-pinenos,
canfeno, carquejol (9%), acetato de carquejila (45%) e sesquiterpenos. Os resultados obtidos
no presente estudo permitem afirmar que os Oleos volateis das plantas de B. trimera,
apresentaram caracterizagdo quimica muito semelhante, variando-se apenas a quantidade de

compostos identificados. Parece que o composto monoterpénico oxigenado carquejol deva ser
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usado como marcador taxondmico para a espécie, visto que aparece em todas as amostras de
6leos ¢ em grande quantidade, como sugerido por Simdes-Pires et al. (2005).

No material vegetal fresco e seco de B. trimera, os monoterpenos oxigenados e
hidrocarbonetos sesquiterpénicos foram obtidos em maior quantidade nas amostras de 6leos
volateis (tabelas 3-6). Para outras espécies de Baccharis, Simoes-Pires et al. (2005),
registraram a predominancia de sesquiterpenos nas amostras do o6leo de B. crispa,
especialmente os da via do germacreno (globulol, epiglobulol, a-selineno, germacreno-D e
espatulenol). Resultados semelhantes foram obtidos em B. myriocephala (epiglobulol e
globulol), B. milleflora (y-gurjuneno e a-selineno) e B. usterii (espatulenol e globulol). No
entanto, nos Oleos volateis de B. articulata e B. stenocephala houve predominancia de
hidrocarbonetos monotérpenicos, principalmente B-pineno (Simdes-Pires et al. 2005). Assim,
verifica-se que ndo existe um padrdo definido na proporcdo entre mono e sesquiterpenos,
sejam hidrocarbonetos ou oxigenados.

Os o6leos volateis de B. trimera, obtidos de material coletado na primavera e no verao,
nas duas areas, de maneira geral, mostraram menor eficicia na inibi¢do do crescimento de
fungos e bactérias (tabelas 6 e 7). Essas varia¢des na atividade biologica podem ser devidas as
diferencas quantitativas dos compostos majoritarios, visto que a caracterizagdo quimica dos
oleos volateis foi semelhante nas estacdes do ano.

Em relacdo a outras espécies de Baccharis, os autores concluiram que a atividade
biologica encontrada ¢ devida aos compostos majoritarios, embora ndo eliminem a
possibilidade de efeito sinergistico de todos os componentes (Cobos et al. 2001, Salcedo et al.
2003, Albuquerque et al. 2004, Demo et al. 2005). Isoladamente, alguns compostos volateis
testados, predominantemente os monoterpenos, tém demostrado uma forte atividade
antimalarica (van Zyl et al. 2006), antimicrobiana ¢ antifungica (Dorman & Deans 2000,
Dellacassa et al. 2003, Hammer et al. 2004), ¢ inseticida (Chantraine et al. 1998, Garcia et al.

2005).
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As diferencas na inibicao da germinacao das sementes de alface também podem ter
sido provocadas pelos fatores citados anteriormente com relacdo a atividade antifingica e
antimicrobiana: quantidade relativa de compostos majoritarios, relagdo mono-sesquiterpenos e
sazonalidade.

Asplund (1968) e Vaughn & Spencer (1993, 1996) ressaltaram que monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos possuem agdo toxica sobre sementes de espécies cultivadas. Os
monoterpenos canfora, 1,8-cineol, B-pineno, a-pineno e canfeno, produzidos por plantas de
Salvia leucophylla, inibiram o crescimento das raizes da espécie-teste Brassica campestris
(Nishida et al. 2005). O tratamento das plantulas de B. campestris com 1,8-cineol provocou a
diminuigdo do indice de mitoses no meristema apical radicular (Koitabashi et al. 1997).

Robles & Garzino (1998) ¢ Flamini et al. (2004) mostraram que certos terpenos de
algumas espécies da regido do Mediterrdneo variam de acordo com o tipo de solo.
Geralmente, os terpenos sdo compostos que atuam como atrativos, podendo favorecer a
polinizagdo e a dispersdo de sementes (Caissard et al. 2004). Além disso, podem ser
dissuadores de herbivoros e patogenos (Holopainen 2004) e participam na comunicag¢do
planta-planta (Bradow & Connick 1990, Barney et al. 2005, Gniazdowska & Bogatek 2005).

A atividade bioldgica do 6leo de uma mesma planta pode ser, as vezes, bem diferente,
conforme comentaram Nascimento et al. (2007). Fatores edafo-climaticos, tipo do material
vegetal utilizado para a extragdo (fresco ou seco), método de extracdo e padrdes de variagao
geografica (latitudes e longitudes) podem afetar a composi¢do quimica dos Oleos volateis,
além de causar alteragdes em sua atividade antimicrobiana (Apel et al. 2006, Asekun et al.
2006, Potzernheim et al. 2006, Telci et al. 2006, Sefidkon et al. 2007).

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que os dleos volateis extraidos
de plantas de Baccharis trimera coletadas em areas de Cerrado e Mata Atlantica estdo sujeitos
as alteragdes nos indices de precipitacdo, e conseqiientemente apresentaram variacdes nas

respostas das atividades biologicas testadas. O rendimento dos 6leos volateis foi maior no
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segundo ano de coleta (2006), ndo havendo diferengas significativas de rendimento entre as
duas areas analisadas. De maneira geral, a diminui¢ao da precipitagdo nos dois anos de estudo
na RBEE de Mogi Guagu ¢ na RBAS de Paranapiacaba, elevou a producao de 6leos volateis.
Qualitativamente, os 60leos volateis nas duas areas de coleta sdo semelhantes, variando apenas
a propor¢do entre mono e sesquiterpenos (oxigenados ou nao) e a quantidade de compostos

majoritarios.
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4. Capitulo 2

Potencial alelopatico de extratos aquosos de duas populacdes de plantas de Baccharis

trimera (Less.) DC. (Asteraceae)



64
ABSTRACT — [Allelopathic potencial of the extracts of two populations of B. trimera (Less.)

DC. (Asteraceae)]. The aim of this work was to investigate the allelopathic activity of extracts
of plants of B. trimera, collected seasonally in areas of Cerrado and Atlantic Forest on seed
germination and initial growth of lettuce and tomato. Fresh and dry aerial organs were
extracted, in the proportion of 1:10 and 1:20 (w/v), respectively, with distilled water, for three
hours and filtred. This material, reputed as crude extract (100% concentration), was diluted
for 50%, 25% and 12.5%. Distilled water was considered as control, for the bioassays. Seeds
of lettuce and tomato were imbibed with the plants extracts or distilled water, at 25°C, under
continuous light, and their germination was observed during 48 h (lettuce) or 96 h (tomato).
Twenty nearly-germinated seeds of both species were mainted for 7 days (lettuce) and 9 days
(tomate) in the presence of the extracts, and measurements of the seedlings were taken: aerial
part and root length. Fresh and dry extracts of plants collected during spring and winter, in
areas of Cerrado and Atlantic Forest showed high inhibitory potential on the germination of
the test seeds. The higher extract concentrations (50% and 100%) were more effective in

inhibiting the growth of the aerial part and roots of the seedlings of lettuce and tomato.

RESUMO - [Potencial alelopatico de extratos aquosos de duas populagdes de plantas de
Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae)]. O objetivo deste trabalho foi investigar a
atividade alelopatica de extratos de plantas de B. trimera, coletadas sazonalmente em areas de
Cerrado e Mata Atlantica, sobre a germinacdo de sementes e o crescimento inicial de alface e
tomate. Foram feitas extracdes de material fresco e seco, na proporcao de 1:10 e 1:20 (m/v),
respectivamente, a quente, com dgua destilada, por trés horas. Este material, apds filtragao, foi
considerado o extrato bruto (concentragdo de 100%), e foi diluido para 50%, 25%, 12,5%,
usando-se agua destilada como controle (0%), para os testes de atividade alelopatica. Foram
usadas sementes-teste de alface e tomate, umedecidas com os extratos ou agua destilada, a

25°C, sob luz continua e a germinagdo foi observada por até 48 h (alface) e 96 h (tomate).
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Vinte sementes recém-germinadas de cada espécie permaneceram na presenga de extratos por
7 dias (alface) e 9 dias (tomate) e em seguida foram medidos o comprimento da parte aérea e
da radicula. Extratos de plantas frescas e secas de B. trimera coletadas na primavera e no
verdo, em areas de Cerrado e Mata Atlantica apresentaram maior potencial inibidor da
germinacdo das sementes-teste. As concentragdes de 100% e 50% foram mais eficazes em

inibir o crescimento da parte aérea e das raizes das plantulas de alface e tomate.

Introducio

As plantas produzem compostos quimicos secundarios, freqiientemente, empregados
no seu sistema de auto-defesa (Lovett et al. 1989). Muitos metabolitos secundarios sdo ativos
contra herbivoria, parasitismo, fungos e bactérias; podem ainda atuar como reguladores
internos de crescimento e desenvolvimento, € como inibidores ou estimuladores da
germinagdo de sementes (Seigler 1996). Varios compostos sdo associados a alelopatia, que
pode ser definida como qualquer efeito causado, direta ou indiretamente por um organismo
sobre outro, por meio da liberacdo de substancias quimicas no ambiente (Ferreira 2005). Esses
compostos podem ser considerados como parte de uma rede de comunicac¢do quimica entre os
organismos (Gniazdowska & Bogatek 2005).

A alelopatia ¢ considerada um mecanismo ecoldgico por afetar a formagao, a dinamica
de sucessdo e o equilibrio de comunidades vegetais e, por influenciar a dominancia de certas
espécies de plantas, interfere na diversidade local (Reigosa et al. 1999). Segundo Nasir et al.
(2005), espécies dominantes podem, por supressdo alelopatica, invadir comunidades vegetais
e retardar sua substituicdo por outras espécies de plantas. Os modos de agdo dos
aleloquimicos estdo envolvidos, de maneira geral, na inibi¢do e na modificacdo do

crescimento e desenvolvimento vegetal (Inderjit & Ducke 2003).
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A natureza alelopatica de um composto quimico pode atuar diretamente na sua
fitotoxidade, liberagdo, concentragdo bioativa, persisténcia ¢ destino no ambiente (Inderjit &
Duke 2003). Condi¢des ambientais, como temperatura, intensidade luminosa, disponibilidade
de 4gua e nutrientes, textura do solo e presengca de microorganismos podem modificar
diretamente a taxa de producdo dos aleloquimicos (Einhelling 1996). Fatores relacionados ao
estresse também podem aumentar a atividade biologica dos aleloquimicos (Kong et al. 2002).
De fato, tem-se observado um aumento no numero de estudos visando relacionar as variagdes
ambientais, respostas quimicas das plantas e funcdo ecologica de aleloquimicos de origem
vegetal (Kong et al. 2002).

Vérias espécies de plantas da familia Asteraceae sdo ruderais e/ou invasoras de
pastagens, comportando-se como plantas agressivas durante sua instala¢do, especialmente na
ocupacgao de areas perturbadas (Gavilanes & Angieri Filho 1991). A agressividade de plantas
pode se manifestar pela producdo de substincias quimicas e sua liberagdo no meio, que
inibem ou retardam a germinacao e/ou o estabelecimento de suas competidoras (Cheng 1992).

Baccharis trimera (Less.) DC., conhecida popularmente como carqueja, nativa do sul
e sudeste do Brasil (Lorenzi & Matos 2002), ¢ uma espécie com elevada rusticidade, adaptada
as condi¢des de pleno sol tipicas de lugares abertos ou de campos (Oliveira et al. 1999).
Considerada invasora, ocorre em solos pobres, acidos e pedregosos, margens de estradas,
barrancos ou lugares umidos nas ribanceiras de rios, espalhando-se rapidamente nessas areas
(Correa Jnior et al. 1994). E resistente a geadas (Vichnewski et al. 1990) e altamente
tolerante a presenca de cobre ¢ arsénio no solo (Weber et al. 2001, Daus et al. 2005). A
carqueja ¢ largamente utilizada na medicina popular por produzir uma série de constituintes
quimicos farmacologicamente ativos, como terpenos (Torres et al. 2000), flavonoéides (Soicke
& Leng-Peschlow 1987, Gené et al. 1996), saponinas (Gené et al. 1996, Chicourel et al.

1998) e dleos volateis (Siqueira et al. 1985).
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Os compostos isolados de B. trimera, de varias classes de metabolitos secundarios,
demonstraram ter acdo alelopatica, como descrito em Wittaker & Feeny (1971), Wolf et al.
(1984), Lovett et al. (1989), Fischer et al. (1994), Dietz et al. (1996), Inderjit (1996), Belz &
Hurle (2004), Eom et al. (2006), Blair et al. (2006) e Melos et al. (2007).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar se o potencial alelopatico de
plantas de Baccharis trimera, coletadas em areas de Cerrado e Mata Atlantica, sobre a
germinagdo de sementes e o crescimento inicial de alface e tomate ¢ afetado pela

sazonalidade.

Material e Métodos

Plantas de Baccharis trimera (Less.) DC. tiveram sua parte aérea coletada na Reserva
Biologica ¢ Estacdo Experimental de Mogi Guagu (22°18’S e 47°11’W) e na Reserva
Biologica do Alto da Serra de Paranapiacaba (23°46’S e 46°18°W), em areas de Cerrado e
Mata Atlantica, respectivamente, no estado de Sao Paulo. As coletas foram sazonais, no meio
de cada estacdo do ano. Apos cada coleta, a parte aérea das plantas foi seccionada em porgdes
de aproximadamente 5 cm de comprimento e pesada em balanga de precisdo para a obtenc¢ao
da massa de matéria fresca.

Metade do material fresco coletado foi submetida a extragdo a quente, por trés horas,
obedecendo-se a propor¢do de 1:10 (100 g de material fresco para 1000 mL de dgua destilada,
denominado de extrato bruto). O restante do material fresco foi colocado para secar em estufa
a 40°C com circulagdo for¢ada de ar por aproximadamente 10 dias, até massa constante,
obtendo-se a massa de matéria seca. Para a obten¢do do extrato bruto de plantas secas, 100 g
de material seco foram extraidos em 2000 mL (1:20) de agua destilada, a quente (cerca de

40°C), por trés horas.
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O material fresco e seco, macerado durante a extragdo, foi filtrado em duas camadas
de papel de filtro Whatman n° 2, recolhido em frasco de vidro de coloragdo ambar e mantido a
4°C, até o dia seguinte. A partir dos extratos concentrados de plantas frescas e secas, foram
feitas dilui¢des de 50%, 25% e 12,5% com agua destilada. O efeito das quatro concentragdes
foi comparado com o tratamento controle (0% de extrato, agua destilada) em bioensaios de
germinacdo de sementes-teste de alface (Lactuca sativa L. cultivar Boston Branca) e tomate
(Lycopersicum esculentum Mill. cultivar Rasteiro).

Todos os testes foram feitos com quatro repeticdes, em placas de Petri de 5 cm de
didmetro, cada uma contendo 50 sementes, forradas com duas folhas de papel de filtro. As
placas contendo as sementes de alface foram umedecidas com 2 mL e as de tomate com 3 mL
dos extratos nas diferentes concentragdes, ou com agua destilada. A germinagdo das sementes
foi conduzida em camaras B.O.D. Fanem a 25°C + 1°C, sob luz branca fluorescente continua
“luz do dia” com fluxo de energia de 437 uW.cm™ na altura das placas (Ruggiero & Zaidan
1997). As sementes foram observadas a cada 12 horas, até 48 horas para as sementes de alface
e até 96 horas para as de tomate, registrando-se o numero de sementes germinadas.
Considerou-se germinada a semente que apresentava a radicula maior do que 2 mm.

A germinacgdo das sementes foi avaliada pelos parametros citados por Labouriau &
Agudo (1987): a) germinabilidade [g = (n x A™) x 100], onde n é o numero total de sementes
germinadas na placa e A € o numero total de sementes colocadas para germinar; b) freqiiéncia
relativa de germinacio (FR = n;.Nt"), onde n; é o nimero total de sementes germinadas entre
dois tempos sucessivos de observagdes (ti - 1) e (tj) e NT ¢ o nimero total de sementes
germinadas na placa.

Nos experimentos de crescimento foram utilizadas sementes de alface e tomate,
previamente germinadas em agua destilada a 25°C, por 24 h e 60 h, respectivamente. Vinte
sementes recém-germinadas de cada grupo foram distribuidas em placas de Petri de 10 cm de

diametro, revestidas com duas camadas de papel de filtro, com quatro repetigdes. Nos ensaios
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com sementes recém-germinadas de alface, foram adicionados 10 mL e com as de tomate,
adicionaram-se 12 mL de cada concentracdo de extrato, ou agua destilada (tratamento
controle). As plantulas de alface cresceram por 7 dias e as de tomate, por 9 dias, em camaras
B.O.D. Fanem sob as mesmas condi¢des dos testes de germinagdo. Apos esses periodos, o
comprimento da parte aérea e radicular foi medido com auxilio de paquimetro. Aspectos
morfoldgicos, tais como presenca de raizes secundarias, pélos radiculares e necroses foram
observados e anotados. As massas de matéria fresca e seca (ap6s 72 h em estufa a 60°C) das
plantulas também foram determinadas.

O delineamento experimental foi uma fatorial 2x4x5 (locais de coleta x estagdes do
ano x concentragdes do extrato). Os dados de germinabilidade foram transformados em arco
seno (%)’ antes de serem submetidos & analise estatistica. Os resultados foram analisados
pelo teste F, a 5% de probabilidade e as médias comparadas entre si pelo Teste de Tukey

(5%).

Resultados

O efeito inibidor dos extratos de plantas frescas na germinacao das sementes de alface,
de maneira geral, foi melhor observado quando fornecidas as concentragdes de 25%, 50% e
100%, do extrato de plantas frescas coletadas em areas de Cerrado e Mata Atlantica (tabela 1).
Primavera e verdo foram as estacdes que forneceram plantas com o maior poder de inibi¢ao
da germinac¢do dessas sementes e essa inibi¢do foi crescente com o aumento da concentragdo
do extrato. Entre as areas de coleta, no outono, a inibicdo foi significativa apenas nas duas
concentragdes mais elevadas, 50% e 100%, ¢ no inverno, somente na concentracao de 100%
(tabela 1).

Sementes de tomate tiveram a germinabilidade inibida ja na concentracao de 12,5% do

extrato de plantas frescas de B. trimera, coletadas em todas as estagdes do ano. As sementes
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de tomate mostraram-se mais sensiveis aos extratos de plantas frescas de B. trimera coletadas
em areas de Cerrado do que nas areas de Mata Atlantica (tabela 1). Extratos feitos com
plantas coletadas em area de Cerrado no inverno e com plantas coletadas em area de Mata
Atlantica no outono e no inverno inibiram significativamente mais a germinagao das sementes

de tomate que as coletadas nas demais estagdes do ano (tabela 1).

Tabela 1. Germinabilidade (%) de sementes de alface (Lactuca sativa — cultivar Boston
Branca) ¢ tomate (Lycopersicum esculentum — cultivar Rasteiro), na presenga de extratos
aquosos de plantas frescas de Baccharis trimera coletadas sazonalmente em areas de Cerrado
e Mata Atlantica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia. Letras maitsculas comparam os locais de coleta, na mesma

estagdo do ano; letras minusculas comparam as concentracdes, dentro de cada area de coleta.

Alface
concentragio Primavera Verao Outono Inverno
(%) Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata
0 88,0 Aa 88,0Aa 86,5Aa 86,5Aa 89,5Aa 89,5Ab 88,5Aab 88,5Ab
12,5 855Aa 82,0Ab 69,0Ab 70,0Ab 90,0Aa 97,0Ba 91,5Aa 91,5 Aa
25 77,5Ab 755Ac 66,0 Ab 75,0 Ac 86,0 Aa 90,0 Ab 88,5Aab 89,5 Ab
50 51,5Ac 74,0Bc 50,5Ac 470Ad 80,5Ab 825Ac 850Ab 89,0 Ab
100 28,5Ad 53,0Bd 340Ad 325Ae 535Ac 59,0Ad 64,5 Ac 78,0 Bc
Tomate
0 91,0Aa 91,0Aa 91,5Aa 91,5Aa 91,0Aa 91,0Aa 90,0Aa 90,0 Aa
12,5 60,0 Ab 71,5Bb 64,0Ab 850Ba 710Ab 775Ab 54,0Ab 76,5Bb
25 30,L0Ac 67,5Bb 420Ac 755Bb 555Ac 73,5Bb 18,5 Ac 62,5 Bc
50 7,0 Ad 66,0 Bb 40Ad 48,5Bc 12,0Ad 12,0Bc 0,0 Ad 45,5Bd
100 3,5 Ad 2,5 Ac 0,0 Ad 9,5Bd 1,0 Ae 4,0 Ad 0,0 Ad 1,5 Ae

A tabela 2 mostra a germinacdo de sementes de alface e tomate na presenca de

extratos de plantas secas coletadas em areas de Cerrado e de Mata Atlantica. Os extratos de
plantas coletadas no inverno inibiram sinificativamente mais a germinacdo de sementes de

alface e tomate. Ja os extratos de plantas de B. trimera coletadas na primavera foram os que
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menos inibiram a germinagdo (tabela 2). Os extratos mais diluidos (12,5%) nao tiveram efeito
inibidor de germinacao das sementes de alface em relagdo ao tratamento controle. As demais
concentragdes foram significativamente diferentes entre si e em relacdo ao tratamento
controle. Nas sementes de tomate, todas as concentragdes testadas inibiram a germinagao.

Essa inibi¢ao foi maior no verdo e no inverno (tabela 2).

Tabela 2. Germinabilidade (%) de sementes de alface (Lactuca sativa — cultivar Boston
Branca) ¢ tomate (Lycopersicum esculentum — cultivar Rasteiro), na presenga de extratos
aquosos de plantas secas de Baccharis trimera coletadas sazonalmente em areas de Cerrado e
Mata Atlantica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia. Letras maitsculas comparam os locais de coleta, na mesma

estagdo do ano; letras minusculas comparam as concentragdes, dentro de cada area de coleta.

Alface
concentragio Primavera Verao Outono Inverno
(%) Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata
0 88,0 Aa 88,0Aa 86,5Aab 86,5Aab 895Aa 895Aa 885Aa 88,5Aa
12,5 83,5Aa 84,5Aa 90,0 Aa 90,5 Aa 90,0 Aa 91,0Aa 69,5Ab 68,5 Ab
25 72,0 Ab 75,5Ab 79,5 Ab 86,0 Ab 86,5Aa 72,5Bb 55,5Ac 51,5Ac
50 65,5Ac 61,5Ac 57,0 Ac 84,0 Bb 52,0Ab 32,5Bc 355Ad 39,0Ad
100 90Ad 12,0Ad 28,5 Ad 20,0 Ac 4,0 Ac 0,0 Ad 16,5 Ae 7,5 Be
Tomate
0 91,0Aa 91,0Aa 91,5 Aa 91,5 Aa 91,0Aa 91,0Aa 90,0Aa 90,0 Aa
12,5 70,0 Ab  50,5Bb 16,0 Ab 31,0 Bb 56,0 Ab 71,5Bb 15,0 Ab 26,0 Bb
25 47,5 Ac 44,5 Ab 8,0 Ac 19,5 Bc 15,0 Ac 19,5 Ac 2,0 Ac 5,5 Ac
50 22,5 Ad 3,5Bc 1,0 Ad 2,5 Ad 0,0 Ad 0,0 Ad 0,0 Ac 0,0 Ad
100 0,5 Ae 0,0 Ad 0,0 Ad 0,0 Ad 0,0 Ad 0,0 Ad 0,0 Ac 0,0 Ad

As curvas de freqiiéncia relativa de germinagdo de sementes de alface e tomate ao

longo dos bioensaios estdo mostradas nas figuras 1 e 2. Em alface, ha um pico de germinagao
24 horas apods o inicio da embebi¢do na maioria das épocas de coleta. Na primavera, verdo e

outono, a freqiiéncia relativa de germinagdo foi semelhante nas duas areas de coleta. No
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entanto, no inverno, sementes de alface na presenga de extratos mais concentrados (50% e
100%) de plantas provenientes da area de Mata Atlantica, tiveram a germinagdo atrasada
(figura 1). A germinacao das sementes de tomate ocorreu, na maioria das coletas sazonais, 84
horas apdés o inicio da embebigdo, na presenca de extratos de plantas coletadas nas duas areas.
Na primavera e outono, nos extratos de plantas coletadas na area de Mata Atlantica, o pico de
germinagdo foi antecipado para 60 horas (figura 2).

A freqiiéncia relativa da germinagdo das sementes de alface mostra que sua
distribui¢do no tempo foi semelhante, com picos entre 12 e 36 horas, na presenga dos extratos
de plantas secas. Essa distribuicdo da germinagdo foi mais irregular na presenca de extratos de
plantas coletadas no inverno, nas duas areas (figura 3). Nas sementes de tomate em presenga
de extratos de plantas coletadas na primavera, a germinagao foi irregular tanto nas plantas
secas provenientes do Cerrado como da Mata Atlantica. Essas sementes, nas concentragdes
mais elevadas, germinaram pouco e apresentam atraso na germinacdo, nas duas areas de
coleta (figura 4).

Nao houve interacdo significativa entre locais de coleta das plantas e comprimento da
parte aérea e radicular das plantulas de alface e tomate (F = 0,12 e F = 0,18, respectivamente).
Os extratos aquosos de plantas frescas de Baccharis trimera coletadas no Cerrado e na Mata
Atlantica inibiram significativamente o crescimento da parte aérea e das raizes das plantulas
de alface (figura 5). De maneira geral, as concentracdes de 100% e 50% causaram maior
inibi¢do do crescimento da parte aérea e das raizes das plantulas (figura 5). A inibi¢cdo do
crescimento das plantulas de tomate foi maior nas concentracdes mais elevadas. Diferencas

significativas foram encontradas entre as estagdes do ano, nas duas areas de coleta (figura 6).
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Figura 1. Freqiliéncia relativa de germinagdo (%) de sementes de alface (Lactuca sativa —

cultivar Boston Branca), na presenga de extratos aquosos de plantas frescas de Baccharis

trimera coletadas sazonalmente em areas de Cerrado e Mata Atlantica.
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Figura 2. Freqiiéncia relativa de germinacdo (%) de sementes de tomate (Lycopersicum
esculentum — cultivar Rasteiro), na presenga de extratos aquosos de plantas frescas de

Baccharis trimera coletadas sazonalmente em areas de Cerrado e Mata Atlantica.
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Figura 3. Freqiiéncia relativa de germinagdo (%) de sementes de alface (Lactuca sativa —

cultivar Boston Branca), na presenga de extratos aquosos de plantas secas de Baccharis

trimera coletadas sazonalmente em areas de Cerrado e Mata Atlantica.
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Figura 4. Freqiiéncia relativa de germinagdo (%) de sementes de tomate (Lycopersicum
esculentum — cultivar Rasteiro), na presenga de extratos aquosos de plantas secas de

Baccharis trimera coletadas sazonalmente em areas de Cerrado e Mata Atlantica.
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Figura 5. Comprimento das partes aérea e radicular de plantulas de alface (Lactuca sativa — cultivar Boston Branca) crescidas durante sete dias na

presenca de extratos de plantas frescas de Baccharis trimera coletadas sazonalmente em areas de Cerrado e Mata Atlantica. Letras maitsculas

comparam as concentracdes em cada estagdo; minisculas comparam cada concentragdo entre as estagdes do ano.
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Figura 6. Comprimento das partes aérea e radicular de plantulas de tomate (Lycopersicum esculentum — cultivar Rasteiro) crescidas durante nove dias
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Extratos de plantas secas do Cerrado e Mata Atlantica, nas concentragdes mais
elevadas, independente das estagcdes do ano, inibiram o crescimento da parte aérea e radicular
de plantulas de alface (figura 7). Nas coletas do outono e inverno, os extratos de plantas de
arca de Cerrado e Mata Atlantica, na concentracdo de 12,5% nao inibiram o crescimento das
raizes. Ja nos extratos de plantas coletadas verdo, a parte aérea das plantulas, na presenga de
extratos da Mata Atlantica nao foi inibida (figura 8).

Foi observado que as plantulas de alface e tomate apresentaram anormalidades
morfologicas principalmente no sistema radicular, com raizes primadrias atrofiadas,
defeituosas, retorcidas, espessas ou com pontos de necrose. Nas concentragdes mais elevadas,
as raizes eram curtas ou praticamente ausentes, e ocorreram perdas significativas de plantulas,
por morte, nessas concentragdes (dados ndo mostrados).

Os dados de massa de matéria seca das plantulas de alface e tomate, crescidas na
presenca de extratos de plantas de B. trimera, estdo mostrados nas tabelas 5 e 6,
respectivamente. As plantulas de alface, na presenca de extratos de plantas frescas coletas no
verdo, outono e inverno tiveram diminuicdo significativa da massa seca nas concentragdes
mais elevadas. Somente os extratos de plantas coletadas no inverno afetaram o teor de matéria
seca dessas plantulas nas duas areas de coleta (tabela 5). As plantulas de alface crescidas na
presenca de extratos de plantas secas coletadas em areas de Cerrado tiveram sua massa de
matéria seca diminuida nas concentragdes de 50% e 100% na primavera, e 25%, 50% e 100%,
no inverno (tabela 5).

A massa seca das plantulas de tomate foi menor tanto na presenga de extratos de
plantas frescas, como de secas de B. trimera, nas quatro épocas ¢ nas duas areas de coleta
(tabela 6), principalmente nas concentragdes mais elevadas dos extratos. A massa seca de
plantulas de tomate crescidas na presenga de extratos de plantas frescas, coletadas na
primavera e no outono, foi significativamente diferente entre Cerrado e Mata Atlantica. No

inverno, na concentragdo de 100%, a massa seca das plantulas de tomate foi menor na
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presenga do extrato de plantas frescas coletadas na Mata Atlantica (tabela 6). Diferengas
significativas na massa seca das plantulas crescidas nos extratos de plantas secas, entre as
duas areas de coleta, foram obtidas somente no inverno (tabela 6).

Em relagdo aos dados de temperaturas maxima e minima, precipitagdo ¢ umidade
relativa do ar das areas de coleta das plantas de Baccharis trimera, no periodo experimental, é
observada na RBEE de Mogi Guagu (Cerrado), a presenga de uma estagdo seca bem definida
concomitante a diminuicdo das temperaturas maxima e minina entre abril e julho de 2006,
bem como oscilagdes grandes na umidade relativa do ar durante todo o periodo (figura 9). Na
RBAS de Paranapiacaba (Mata Atlantica), embora ndo tenham ocorrido altera¢des bruscas
nas temperaturas maxima e minima, precipitacio e umidade, foi observada uma leve
diminui¢do das temperaturas entre novembro ¢ janeiro e entre junho e setembro. A quantidade
de precipitagdo também diminuiu no periodo de dezembro-janeiro e julho-agosto, porém, a

umidade relativa do ar permaneceu relativamente constante (figura 9).
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Figura 7. Comprimento das partes aérea e radicular de plantulas de alface (Lactuca sativa — cultivar Boston Branca) crescidas durante sete dias na

presenca de extratos de plantas secas de Baccharis trimera coletadas sazonalmente em areas de Cerrado e Mata Atlantica. Letras maitsculas comparam

as concentragdes em cada estacdo; mintsculas comparam cada concentrag@o entre as estagdes do ano.
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Tabela 5. Massa seca de plantulas de alface (Lactuca sativa — cultivar Boston Branca) crescidas na

presenca de extratos aquosos de plantas frescas e secas de Baccharis trimera coletadas

sazonalmente em areas de Cerrado e Mata Atlantica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras maiusculas comparam os locais

de coleta, na mesma estagdo do ano; letras mintisculas comparam as concentragdes, dentro de cada

area de coleta.

extrato de plantas frescas

concentracio Primavera Verio Outono Inverno

(%) Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata

0 18,7Aa 18,7Aa 19,3 Aa 19,3 Aa 18,7 Aa 18,7 Aa 20,1 Aa 20,1 Aa
12,5 18,3 Aa 18,0Aa 19,2Aa 19,0Aa 19,0 Aa 17,8 Aa 20,8 Aa 17,5 Ba
25 18,2Aa 17,3Aa 18,6 Aa 17,5Aa 16,6 Aa 16,7 Aa 20,3 Aa 17,0 Bab
50 17,2 Aa 16,8 Aa 174Aa 17,8 Aa 15,1 Aab 13,5Ab 19,1 Aa 15,1 Bb
100 155Aa 16,5Aa 139Ab 13,1 Ab 12,1 Ab 11,9 Ab 17,3 Aa 11,9 Bc

Extrato de plantas secas

0 18,7 Aa 18,7Aa 193 Aa 19,3 Aa 18,7 Aa 18,7 Aa 20,1 Aa 20,1 Aa
12,5 18,5Aa 18,8Aa 18,2Aa 18,1 Aa 18,6 Aa 19,1 Aa 17,8 Aa 19,1 Aa
25 18,8 Aa 18,1 Aa 174Aa 17,1 Aa 18,1 Aa 17,3 Aa 17,1 Aab 18,1 Aa
50 146 Ab 17,0Aa 174Aa 179 Aa 18,3 Aa 16,9 Aa 16,2 Ab 18,5 Aa
100 143Ab 154 Aa 163Aa 164 Aa 16,2 Aa 16,0 Aa 15,8 Ab 16,5 Aa
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Tabela 6. Massa seca de plantulas de tomate (Lycopersicum esculentum — cultivar Rasteira)

crescidas na presenca de extratos aquosos de plantas frescas e secas Baccharis trimera coletadas

sazonalmente em areas de Cerrado e Mata Atlantica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras maiusculas comparam os locais

de coleta, na mesma estagdo do ano; letras mintsculas comparam as concentragdes, dentro de cada

area de coleta.

extrato de plantas frescas

concentracio Primavera Verio Outono Inverno

(%) Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata
0 40,8 Aa 40,8 Aa 393Aa 393Aa 41,3Aa 41, 3Aa 40,1 Aa 40,1 Aa
12,5 347Ab 40,8Ba 349Ab 33,5Ab 30,0Ab 31,1 Ab 27,3Ab 27,0 Ab
25 323Ab 420Ba 33,8Ab 322Ab 27,1 Ab 23,8Ac 259Ab 26,8 Ab
50 26,2 Ac  36,7Bb 30,1 Ab 31,3Ab 22,3Ac 150Bd 246Ab 243 Ab
100 16,4 Ad 343Bb 20,1 Ac 20,0Ac 15,0Ad 50Be 17,9 Ac 8,6 Bc

Extrato de plantas secas

0 40,8 Aa 40,8 Aa 393Aa 393Aa 413Aa 413Aa 40,1 Aa 40,1 Aa
12,5 320Ab 31,6 Ab 36,8Aa 339Ab 29,0Ab 303Ab 248Ab 23,9 Ab
25 31,6 Ab 29,5Ab 36,6 Aa 33,9Bb 285Ab 23,6 Bc 20,9 Ab 23,7 Ab
50 29,1 Ab 28,0Ab 30,3Ab 27, 7Ac 284Ab 139Bd 20,0Ab 18,3Ac
100 18,8 Ac 20,5Ac 18,1 Ac 153 Ad 19,0 Ac 38Be 134Ac 14,0 Ad
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Figura 9. Temperaturas méxima e minima, umidade relativa do ar e precipitacdo, registradas diariamente pela Estacdo Meteorologica da RBEE de
Mogi Guagu, SP (A e B) e Estacdo Meteoroldgica da Industia Solvay Indupa do Brasil S.A., localizada proxima a RBAS de Paranapiacaba, SP (C e D),
no periodo de setembro 2005 a dezembro de 2006. Setas indicam os meses de coleta de plantas de Baccharis trimera.
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Discussao

O uso das respostas alelopaticas como alternativa para o controle de plantas daninhas tem
aumentado consideravelmente (Kato-Noguchi 2003, Teixeira et al. 2004), apesar de White et al.
(1989) terem comentado sobre a dificuldade de caracterizar a alelopatia e seus possiveis impactos
no ambiente circunvizinho. Esses autores mencionaram que fatores intrinsecos a planta e ao solo ¢ a
presenga de microorganismos devem ser levados em consideracdo ao se analisar uma reagdo
alelopatica. Outro fator que deve ser levado em conta ¢ a falta de padronizagdo dos bioensaios de
alelopatia, pois para cada variante testada, hd necessidade de um protocolo experimental pré-
definido (Belz & Hurle 2004).

Neste estudo, a germinabilidade das sementes de alface e tomate foi inibida na presenga dos
extratos, sendo que os mais concentrados foram mais eficazes. A germinabilidade de sementes ¢ um
pardmetro muito utilizado nos bioensaios de alelopatia (Ferreira & Aquila 2000), embora nio reflita
outros aspectos envolvidos na germinagdo como, por exemplo, o tempo médio, a velocidade média
e a frequéncia relativa de germinagdo (Chiapuso et al. 1997). Esses outros indicadores podem
informar sobre o atraso no processo e mostrar a distribuicdo da germinagdo das sementes durante os
bioensaios. A distribui¢do da germinacdo foi irregular na presenca de extratos de plantas frescas e
secas de B. trimera coletadas em areas de Cerrado ¢ Mata Atlantica (figuras 1-4). A inibigdo da
germinagdo das sementes de tomate foi mais acentuada na presenca de extratos de plantas frescas
provenientes do Cerrado (tabelas 1).

Os efeitos alelopaticos sdo provocados pela combinagdo e interacdo de uma mistura
complexa de compostos (Rizvi & Rizvi 1992). A maioria dos estudos utiliza extratos brutos e
diluidos como substratos para a germinacdo de sementes-teste, na impossibilidade de caracterizar a
composicao fitoquimica do extrato. Embora tenha sido isolado um grande nimero de metabolitos
secundarios de extratos aquosos e organicos a partir de varias plantas, pouco se conhece dos efeitos

toxicos ou das estratégias das plantas na defesa contra esses produtos naturais (Baerson et al. 2005).
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Os compostos fenodlicos correspondem a classe de metabolitos secundarios na qual se
encontra a maior parte das substancias com atividade alelopatica, sendo desde fenois simples até
taninos com estruturas complexas (Rice 1984). Essa classe de substancias tem um papel importante
na interagdo das plantas com o ambiente em que vivem, como na atragdo de insetos, na sinalizagdo
entre plantas e organismos simbioticos ou patogénicos € na prote¢do contra estresses bidticos ou
abidticos. Os compostos fendlicos tém também efeito sobre a inibicdo da germinacdo das sementes
e do crescimento de plantas, além de atuarem sobre outros processos fisiologicos, que podem levar
a alteragdes na composicao floristica de uma comunidade vegetal e a dominancia de uma espécie
sobre outra (Djurdjevi¢ et al. 2005).

Plantas de B. trimera sd3o muito consumidas na medicina popular na forma de infusao ¢ sdo
comercializadas industrialmente na forma de sachés. Devido a sua indicagdo como medicinal,
estudos da sua composi¢do quimica ja permitiram isolar e identificar varios metabolitos de seus
orgdos aéreos. Entre esses, incluem-se varios compostos fendlicos, os flavondides, como a
eupatorina, eupatrina, cirsimaritina, circiliol, genkwanina, eriodictiol, canferol (Souza et al. 1991,
Gené et al. 1996), quercetina, luteolina, nepetina, apigenina e hispidulina (Soicke & Leng-Peschow
1987), os diterpendides (Herz et al. 1977, Torres et al. 2000), as saponinas (Chicourel et al. 1998,
Gené et al. 1996) e os 6leos volateis (Naves 1959). E provavel que os flavondides ja isolados e
presentes em grande quantidade em plantas de B. trimera tenham sido os responsaveis pela agdo
alelopatica observada, embora ndo se tenha realizado, neste estudo, uma andlise quantitativa das
substancias presentes nos extratos aquosos.

Estudos feitos anteriormente ja haviam demonstrado o potencial alelopatico de B. trimera.
Assim, extratos aquosos de 6rgdos aéreos inibiram a germina¢do de sementes de alface (Ferreira et
al. 1992). Bioensaios com extratos aquoso e etanolico da parte aérea, na germinagdo de sementes de
Brachiaria decumbens, uma espécie invasora de pastagens, mostraram haver maior inibicdo da

germinabilidade na presenca de extratos etanolicos do que em extratos aquosos (Souza et al. 2002).
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Plantas de Baccharis boliviensis, também tiveram efeito alelopatico apos extragdo aquosa, N-
hexanica, cloroformica e em acetato de etila, na germinagdo de sementes de Trichocereus pasacana,
uma Cactaceae de ocorréncia freqiiente nas regides aridas do noroeste argentino (Cazon et al.
2000). Os compostos tricocenos roridinos e baccharinoides, isolados de B. coridifolia e B.
megapotamica, causaram a inibigdo da germinacdo das sementes das proprias espécies que 0s
produzem (Kuti et al. 1990). Os autores sugeriram que esses tricocenos tém fun¢do regulatéria na
reproducdo e na germinagdo dessas plantas no seu habitat natural.

Bioensaios com substancias isoladas tém comprovado o potencial alelopatico de alguns
compostos. A fracdo de alcaldides totais de Solanum crinitum e a substancia isolada, solasonina
causaram elevada inibigdo da germinagdo de sementes de alface (Alves et al. 2003). O extrato bruto
¢ a fragdo hexanica de frondes de Adiantum tetraphyllum inibiram a germinagdo de sementes de
alface ¢ alho (Melos et al. 2007). O acido 3.4,5-trimetoxibenzoico e o acido 3,5-dimetilbenzoico,
isolados de folhas de Parkia pendula, inibiram a germinagdo e¢ o crescimento da raiz de Mimosa
pudica e Senna obtusifolia, espécies consideradas daninhas (Souza Filho et al. 2005).

Com relacdo aos efeitos de alelopatia provocados por plantas de Cerrado, citam-se os
trabalhos de Oliveira et al. (2004), Periotto et al. (2004) ¢ Siva et al. (2006). No primeiro, os
autores constararam que extratos aquosos de frutos Solanum lycocarpum (lobeira) ndo afetaram a
germinabilidade das sementes de gergelim, mas aumentaram o tempo médio de germinagdo em uma
relagdo proxima a dose-dependente. Extratos concentrados de folhas e ramos de Andira humilis
inibiram a germinacdo de sementes de alface, mas ndo tiveram qualquer efeito nas sementes de
rabanete (Periotto et al. 2004). Silva et al. (2006), estudando 15 espécies nativas do Cerrado, com
elevado indice de importancia na RBEE de Mogi Guagu, mostraram que apenas os extratos de
quatro espécies apresentaram efeito inibidor da germinagdo de sementes-teste: Ouratea spectabilis,
Pouteria ramiflora, Qualea grandiflora e Stryphnodendron adstringens.

No estudo de Dionello-Basta & Basta (1984) foi demonstrado que extratos metanolicos e de

éter de petroleo de dez espécies utilizadas na medicina popular, ndo inibiram a germinacdo de
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sementes e o crescimento de plantulas de alface em relagdo ao tratamento controle. Resultados
semelhantes foram obtidos com extratos das plantas nativas de Mata Atlantica: Cecropia
pachystachya, Peltophorum dubium, Psychotria leiocarpa, Sapium glandulatum e Sorocea
bonplandii (Maraschin-Silva & Aquila 2006).

Chou et al. (2003) verificaram o efeito de extratos aquosos de 16 espécies de Asteraceae no
crescimento radicular de plantulas de alfafa. Extratos de Lactuca sativa, Xanthium occidentale e
Cirsium japonicum inibiram completamente o crescimento das raizes de alfafa, enquanto o
crescimento do hipocdtilo foi menos suscetivel a acdo desses extratos. Extratos obtidos apds a
secagem de plantas de algumas espécies medicinais, como capim-limdo (Cymbopogon citratus),
arruda (Ruta graveolens) (Cruz et al. 2002a), mirra (Tetradenia riparia), canfora (Artemisia
camphorata), alecrim (Rosmarinus officinalis) e citronela (Cymbopogon winterianus) (Cruz et al.
2002b), inibiram a germinacdo de sementes de alface e de picao-preto.

As concentragdes mais elevadas dos extratos de plantas frescas e secas de B. trimera
causaram maior inibi¢do do crescimento de 6rgdos aéreos e raizes das plantulas de alface e tomate
(figuras 5-8). Para Ferreira & Aquila (2000), a germinagdo de sementes ¢ menos sensivel aos
aleloquimicos do que o crescimento de plantulas. Conforme dados de literatura, na presenga dos
aleloquimicos, as raizes das plantulas apresentam os efeitos mais pronunciados, como visto por
Chon et al. (2000), Batish et al. (2002), Alves et al. (2003), Gatti et al. (2004), Oliveira et al.
(2004), Periotto et al. (2004), Dias et al. (2005), Grassi et al. (2005) ¢ Fritz et al. (2007). As raizes
sdo os orgaos mais comumente afetados pelos aleloquimicos por afetarem a absor¢do de nutrientes,
a permeabilidade da membrana, a sintese protéica e a atividade enzimatica (Ferreira & Aquila
2000). Alguns autores sugerem que esse efeito mais acentuado nas raizes deve ser provocado pelo
contato mais intimo destas com a solugao de aleloquimicos (Chung et al. 2001).

Outro fator que deve ser considerado ¢ a capacidade de translocagdo do aleloquimico da raiz
para a parte aérea. O sitio de agdo do fitoquimico pode ndo estar relacionado a inibi¢do da divisdo

celular do eixo embriondrio, resultando na auséncia do efeito sobre a germinagdo de sementes.
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Desta forma, a bioatividade de extratos estaria condicionada a capacidade de absorcao, translocagao
e mecanismo de agdo dos seus compostos potencialmente alelopaticos (Pires & Oliveira 2001,
Correia et al. 2005).

Alteragdes morfologicas foram encontradas nas plantulas de alface e tomate, crescendo na
presenca de extratos de plantas frescas e secas de B. trimera coletadas em areas de Cerrado ¢ Mata
Atlantica. Essas alteracdes foram mais pronunciadas nas concentragcdes mais elevadas dos extratos.
Anormalidades em plantulas de alface s3o comuns quando s3o crescidas na presencga de extratos,
como relatado nos estudos de Medeiros & Luchesi (1993) com extratos aquosos de ervilhaga (Vicia
sativa), Aquila (2000), com plantas de erva-mate (llex paraguariensis), Gatti et al. (2004) com
extratos de papo-de-peru (Aristolochia esperanzae).

A massa seca das plantulas de alface e tomate, crescidas na presenga de extratos de plantas
frescas e secas de plantas de B. trimera foi menor nas concentragdes mais elevadas (tabelas 5 e 6).
Embora a massa de matéria seca seja um fator importante a ser considerado quando se estuda
alelopatia (Ferreira & Aquila 2000), os resultados descritos na literatura sio controversos. Por
exemplo, nos extratos menos concentrados, se obtém valores de massa seca maiores do que no
tratamento controle. Resultados semelhantes foram obtidos com extratos aquosos de lochroma
australe (Vaccarini & Bonetto 2000) ¢ Aristolochia esperanzae, no estudo de Gatti et al. (2004).

Silva & Casali (2000) afirmaram que a secagem das plantas diminui a velocidade de
deterioracdo do material, por meio da redugdo no teor de 4gua, atuando regressivamente na acao das
enzimas e possibilitando a conservacdo das plantas por maior tempo. Além disso, esse processo
evita a proliferacdo de microorganismos e permite manter as caracteristicas fisico-quimicas da
droga vegetal (Svoboda et al. 1990). Com a reducdo da quantidade de agua, aumenta-se a
quantidade de principios ativos em relagcdo a massa seca.

No entanto, em plantas com atividade medicinal, o processo de secagem pode aumentar o

numero de modifica¢des fisicas e quimicas dos principios ativos, alterando a qualidade da matéria-
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prima para a sua comercializagdo tais como mudangas em aparéncia (coloragdo), odor e possiveis
perdas de constituintes volateis (Melo et al. 2004).

Os extratos de plantas secas de Baccharis trimera obtidos de plantas coletadas
sazonalmente, tanto em area de Cerrado como de Mata Atlantica, tiveram maior efeito inibidor na
germinagdo das sementes de alface e de tomate, em todas as concentragdes testadas, do que extratos
de plantas frescas. No entanto, essa ndo ¢ uma regra geral, pois extratos de plantas frescas de
Mimosa caesalpiniaefolia (sabid), tiveram efeito toxico sobre a germinac¢do das sementes de
Tabebuia alba (ipé-amarelo) (Gatti et al. 2004). Ja no estudo de Pifia-Rodrigues & Lopes (2001), os
extratos de folhas secas de sabid mostraram-se inativos.

O potencial osmético dos extratos ¢ um aspecto pouco considerado, mas que pode mascarar
o efeito alelopatico. Os efeitos do potencial osmoético podem ser observados no comportamento
germinativo com conseqiientes atrasos na velocidade de germinagio (Ferreira & Aquila 2000). No
presente estudo, ndo foi possivel medir o potencial osmotico dos extratos. Portanto, ndo se pode
excluir a possibilidade do efeito osmotico dos extratos sobre a germinagdo das sementes.

Correa et al. (2000) afirmaram que nao se pode extrapolar resultados encontrados em
laboratorio para o campo. Inderjit & Nilsen (2003) discutiram varios problemas relacionados a
quantificacdo de aleloquimicos nos bioensaios e interagdo desses compostos com outras
substancias. Os aleloquimicos podem ser liberados das plantas para o ambiente por varios
caminhos, que incluem a volatilizagdo dos tecidos foliares, a lixiviacdo de ndo-volateis da folhagem
pela chuva, a exsudacdo de compostos pelas raizes ou a decomposi¢do de residuos pelos
microorganismos presentes no solo (Shiraishi et al. 2002, Rai et al. 2003, Kobayashi 2004). De
acordo com Reberg-Horton et al. (2005), a fertilidade do solo € outro fator que pode causar impacto
na producdo de aleloquimicos. A persisténcia e a atividade desses aleloquimicos sob condi¢des
naturais sdo influenciadas pelo ambiente, especificamente pelas condi¢des edafo-climaticas, bem

como a distancia fisica da fonte de produgdo (Jose & Gillespie 1998, Romero-Romero et al. 2002).
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Houve grande variacdo nos resultados de germinagdo das sementes e de crescimento inicial
das plantulas de espécies-teste, quando se comparam a resposta alelopatica e as variagdes sazonais
nas areas de Cerrado e Mata Atlantica. Fischer et al. (1994) afirmaram que indices pluviométricos
elevados podem ter papel fundamental no transporte dos aleloquimicos, causando intensa lixiviagao
desses compostos para o solo. No inverno, os indices pluviométricos elevados na RBAS de
Paranapiacaba poderiam explicar o motivo pelo qual os extratos de plantas de B. trimera foram
menos eficazes em inibir a germinagdo das sementes-teste do que extratos de plantas na RBEE de
Mogi Guagu.

Temperatura elevada e baixa umidade do solo podem aumentar os efeitos fitotoxicos de
alguns compostos aleloquimicos, como mencionado por Einhellig & Eckrich (1984). Periodos de
seca também podem elevar a quantidade desses compostos, como relata Gershenzon (1984). De
fato, extratos de plantas frescas e secas de B. trimera coletadas tanto na primavera como no verao
na RBAS de Paranapiacaba ¢ na RBEE de Mogi Guagu, apresentaram maior potencial inibidor da
germinagdo das sementes (tabelas 1 e 2).

Estudos com espécies co-ocorrentes nos diferentes biomas brasileiros ainda sdo incipientes e
ndo refletem o potencial ecoldgico e de utilizagdo de plantas nativas. Neste trabalho, nas condi¢des
experimentais descritas, foi demonstrada a influéncia negativa de extratos aquosos de Baccharis
trimera coletadas em arecas de Cerrado ¢ Mata Atlantica, na germinagdo de sementes e no
crescimento inicial de espécies-teste. As sementes de tomate foram mais sensiveis aos efeitos
alelopaticos de inibicdo dos extratos do que as sementes de alface. Em se tratando de alelopatia, o
nimero de informagdes disponiveis estd aumentando gradualmente. Outras abordagens
experimentais, tais como a padronizac¢do da preparagao dos extratos, a aplicacdo direta dos extratos
no solo e o isolamento e a identificacdo de substancias devem ser testados para melhor compreender

os resultados obtidos, bem como para confirmar o potencial alelopatico de B. trimera.
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5. Capitulo 3

Desenvolvimento de estacas de plantas de Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae) e

composicio quimica dos dleos volateis, sob fotoperiodos controlados
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ABSTRACT - (Development of cuttings of Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae) and

chemical composition of volatile oils under controlled photoperiods). B. trimera (“carqueja-
amarga”) is extensively used in folk medicine and occurs naturally in areas of Cerrado and Atlantic
Forest. The aim of this study was to evaluate the composition of volatile oils in cuttings of B.
trimera collected from two populations growing in areas of Cerrado and Atlantic Forest and
growing under controlled photoperiods. The cuttings were cultivated under 8, 12, 16 and 20 h
photoperiods. After 120 days, fractionated dry mass was determined. The chemical composition of
volatile oils were obtained by hydrodistillation during 3 h and analyzed by GC and GC/MS.
Cuttings from the area of Cerrado responded to increasing in photoperiods and showed higher yield
of volatile oils; although the growth of cuttings from Atlantic Forest were indifferent to photoperiod
and the yields of the volatile oils were not altered by the photoperiodic treatments. Sesquiterpenes
were predominant compounds of the volatile oils in cuttings cultivated in the different photoperiods
and, among them, biciclogermacrene and spathulenol were the major compounds of the volatile oils

of the two areas.

RESUMO - [Desenvolvimento de estacas de plantas de Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae)
e composicdo quimica dos oleos volateis, sob fotoperiodos controlados]. B. trimera (carqueja-
amarga) ¢ utilizada extensivamente na medicina popular e ocorre em éareas de Cerrado e Mata
Atlantica. O objetivo deste estudo foi avaliar a composi¢ao quimica de 6leos volateis em plantas de
Baccharis trimera de populagdes em areas de Cerrado e Mata Atlantica, crescendo sob condi¢des
fotoperiddicas controladas. Estacas caulinares de B. trimera foram plantadas em vasos e mantidas
sob fotoperiodos de 8, 12, 16 e 20 h. Apds 120 dias, as estacas foram separadas em parte aérea e
raiz e determinada a matéria seca particionada. A composi¢ao quimica dos 6leos volateis foi obtida
por hidrodestilagdo (3 h) e analisada por CG e CG/MS. Estacas provenientes da regido de Cerrado
responderam ao aumento dos periodos de luz a que foram expostas e apresentaram maior

rendimento nas extragdes de oleos volateis. Ja as estacas coletadas em area de Mata Atlantica foram
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indiferentes ao fotoperiodo e os teores de 6leos volateis, aparentemente, mantiveram-se constantes.
Houve predominancia de compostos sesquiterpénicos nas amostras de dleos volateis das estacas
cultivadas nos diferentes fotoperiodos e, nestes, os compostos biciclogermacreno e espatulenol

foram identificados como majoritarios nos 6leos volateis das plantas analisadas, das duas areas.

Introducio

Plantas que ocorrem ao longo de um gradiente ambiental podem variar quanto a constitui¢ao
genética e a atividade fisioldgica, e respondem de modo diverso as variagdes do ambiente. Esses
fatores, operando com processos fisioldgicos, controlam e regulam o crescimento € o
desenvolvimento das plantas (Castro et al. 2004). A luz, em termos da duragdo relativa do
comprimento do dia e da noite, ou fotoperiodo, ¢ um dos principais aspectos da interagdo das
plantas com o ambiente, por influenciar processos fisioldgicos como a flora¢do (Thomas & Vince-
Prue 1997), a germinacdo de sementes (Vaz et al. 2004), o crescimento de caules e folhas (Juntilla
et al. 1990), a formagdo de orgdos de reservas (Faria 1998) e a particdo de assimilados
(Machackova et al. 1998).

A manipulagdo do fotoperiodo para induzir ou inibir a floracdo ¢ amplamente empregada no
cultivo de plantas de interesse agrondmico ou horticultural. No entanto, pouca atencdo tem sido
dada a manipulagdo do fotoperiodo em beneficio do crescimento vegetal (Adams & Langton 2005).
De modo geral, plantas submetidas a fotoperiodos mais longos apresentam promoc¢do do
crescimento (Junttila et al. 1990), aumento da expansao foliar (Mosaad et al. 1995), do contetudo de
clorofila nas folhas e da fotossintese liquida (Langton et al. 2003), resultando no incremento da
massa de matéria seca (Solhaug 1991). Embora as regides tropicais ndo apresentem variacdes
consideraveis de fotoperiodo, algumas espécies nativas dessas areas responderam diferentemente as

condigdes fotoperiodicas a que foram submetidas (Zaidan & Felippe 1994, Klein et al. 1996,
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Cesarino et al. 1998, Carreira & Zaidan 2003), apresentando respostas quali e quantitativas de
floragdo, e crescimento diferencial.

Fatores edafoclimaticos também podem afetar a producdo de metabodlitos secundarios
(Gobbo-Neto & Lopes 2007). Estudos mostraram haver uma correlagdo positiva entre a intensidade
de radiacdo solar e a concentracdo e/ou a composi¢do ¢ a produgdo de compostos fenolicos, tais
como flavondides (Markham et al. 1998, Tattini et al. 2004), taninos (Dudt & Shure 1994),
antocianinas (Jeong et al. 2004), ¢ compostos terpénicos (Karousou et al. 1998). Plantas crescidas
em solos pobres em nutrientes tém maior concentracdo de metabolitos secundarios, particularmente
de derivados fendlicos, o que resulta em menor taxa de crescimento (Poorter & Remkes 1990). De
acordo com Almeida-Cortez et al. (1999), a 16gica desta hipdtese é que qualquer aumento na taxa
de crescimento resulta em uma re-alocagdo de recursos para esse processo, em detrimento daqueles
utilizados para sua defesa.

Kutchan (2001) comentou que os metabdlitos secundarios representam uma interface
quimica entre as plantas e o ambiente circundante e, portanto, sua sintese ¢ freqiientemente afetada
por condi¢des ambientais. Altitude, disponibilidade de 4gua e de macro e micronutrientes no solo,
temperatura relativa do ar e pH do solo sdo fatores que afetam a producdo de metabolitos
secundarios e, apesar da reconhecida influéncia dos fatores ambientais no desenvolvimento vegetal,
sdo escassos os estudos que mostram as relagdes e adaptagdes fisiologicas das plantas ao ambiente.
Segundo Gobbo-Neto & Lopes (2007), os estudos sobre influéncia de fatores ambientais na
produgdo de metabolitos secundarios geralmente tém se limitado a um grupo restrito de espécies,
muitas das quais sdo comercialmente importantes, com caracteristicas previamente selecionadas.
Esses autores também ressaltam que, muitas vezes, as variacdes podem ser decorrentes de um maior
desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos 6rgdos, simultdneo a producdo constante de
metabolitos secundarios.

Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae) ¢ uma espécie que ocorre de maneira espontanea

em areas de Cerrado e Mata Atlantica do estado de Sao Paulo. As variacdes das caracteristicas
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edafoclimaticas dessas areas se devem, principalmente, a composi¢ao quimica e fisica do solo, a
disponibilidade de nutrientes e as médias anuais de temperatura e pluviosidade. Popularmente
conhecida como carqueja, ¢ utilizada medicinalmente na solugdo de problemas hepaticos e
disfungdes estomacais e intestinais (Soicke & Leng-Peschlow 1987, Pedrazzi et al. 1997, Ladeira
2002). Algumas classes de compostos naturais, tais como diterpenodides (Torres et al. 2000),
flavonodides (Gené et al. 1996, Borella et al. 2006), saponinas (Chicourel et al. 1998) e 6leos
volateis (Simoes-Pires et al. 2005) foram encontradas em B. trimera. Variagdes quali ¢ quantitativas
nos teores desses componentes em fungdo dos locais de coleta e métodos utilizados para sua
extragcdo foram descritas nos estudos realizados.

O objetivo deste trabalho foi comparar a composi¢ao quimica de 6leos volateis em plantas
de Baccharis trimera provenientes de populagdes de vegetacdo de Cerrado e Mata Atlantica,
crescendo sob condigdes fotoperiddicas controladas, um dos fatores ambientais que podem afetar a

sintese desses compostos.

Material e Métodos

Estacas caulinares de Baccharis trimera (Less.) DC., foram retiradas de plantas matrizes que
ocorrem espontaneamente na Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Mogi Guagu (22°18’S e
47°11°W) e na Reserva Biologica do Alto da Serra de Paranapiacaba (23°46’S e 46°18°W), areas
com vegetacdo de Cerrado e de Mata Atlantica, respectivamente, no estado de Sao Paulo. As
plantas de B. trimera habitam locais abertos e Uimidos nas duas areas. Amostras de solo para
andlises quimica e fisica (tabelas 1 e 2, respectivamente), foram retiradas de at¢ 15 cm de
profundidade em trés locais proximos as plantas e feitas pelo Laboratério Agrondmico LAGRO.

As estacas apicais caulinares, com cerca de 15 cm, foram coletadas e colocadas
imediatamente em bandejas plésticas contendo areia umedecida com agua, e transportadas para o

Instituto de Botanica. Foram entdo transplantadas para vasos contendo solo coletado na area de
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origem das estacas (Cerrado ou Mata) para enraizamento, em casa de vegetacdo. Nesta ocasido foi
feita a primeira medida de crescimento das estacas.

Apdés um més em casa de vegetagdo sob luminosidade e temperatura ambiente, os vasos
contendo as estacas foram colocados sob condi¢des fotoperiddicas controladas de 8 h, 12 h, 16 h e
20 h (8 vasos por tratamento). Todas as plantas, independentemente do fotoperiodo, receberam
diariamente 8 horas de luz natural em casa de vegetacdo e complementacdo com luz artificial,
quando necessario, em camaras individuais dotadas de uma lampada de luz incandescente ¢ duas
fluorescentes, com fluxo total de fotons de 3,5 pmol.m™.s" na altura das plantas (Roncancio et al.
1996, Ruggiero & Zaidan 1997), até atingir o nimero de horas desejado.

O crescimento das estacas foi avaliado a intervalos regulares de dez dias, observando-se a
altura, medida a partir do colo, até a regido apical do caule mais longo com auxilio de uma régua
milimetrada, e o nimero de ramos laterais em cada fotoperiodo. Diariamente foram anotados os
valores de temperatura maxima e minima registradas em termdometros de maxima e minima, no
interior da casa de vegetacdo. A plantas foram regadas com agua de torneira de acordo com a
necessidade.

Apo6s 120 dias, as estacas foram separadas em parte aérea e radicular, registrando-se a massa
de matéria fresca em balanca analitica de precisdo. Apos a pesagem, as estacas foram levadas para
secar em estufa a 40°C com circulacao for¢cada de ar até a obtencao de massa constante.

O material da parte aérea seca de estacas provenientes de areas de Cerrado e de Mata
Atlantica, de cada tratamento fotoperiddico, foi submetido a extracdo de Oleos volateis por
hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger, por trés horas. As amostras de 6leos volateis (1 pL)
diluidas em acetona (1:10) foram analisadas quali e quantitativamente em cromatografia a gas, em
aparelho Hewlett-Packard, acoplado a espectrometro de massas, com energia de ionizagdao de 70
eV. As colunas capilares utilizadas foram HP 5-MS e Carbowax (30 m x 0,25 mm de didmetro
interno, com 0,25 pum de espessura), nas seguintes condi¢des: injetor a 250°C, temperatura de

aquecimento da coluna de 40 a 260°C (3°C min™") tendo hélio como gas de arraste (1 mL min™). O
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indice de reten¢do (IR) foi calculado em coluna em coluna HP 5-MS, utilizando uma série
homologa de n-alcanos (Cs — Cj) submetidas as mesmas condi¢des da analise cromatografica. A
identificacdo dos compostos foi feita por comparacao entre seus espectros de massas com aqueles
registrados na base de dados da biblioteca Willey 275 e entre os indices de retengdo calculados com
valores da literatura especializada (Adams 2001). O rendimento dos 6leos volateis foi expresso em
porcentagem de massa seca.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado e os resultados de
crescimento foram comparados por analise de variancia (Teste F, a 5% de probabilidade); contrastes

entre as médias dos tratamentos foram analisados pelo Teste de Tukey (5%).

Resultados e Discussao

As temperaturas maxima ¢ minima registradas no interior da casa de vegetacdo no periodo
de agosto de 2005 a janeiro de 2006 sdo mostradas na figura 1. O crescimento das plantas de
Baccharis trimera sob fotoperiodos controlados foi observado no periodo entre o inverno e o verao.
As temperaturas maximas ficaram em torno de 33,5°C, porém registraram-se temperaturas entre
40°C e 44°C nos meses de outubro e janeiro, respectivamente. No inicio da primavera ocorreram
temperaturas mais baixas, em torno de 18,5°C (figura 1).

As analises de solo de Cerrado da RBEE de Mogi Guacu ¢ da Mata Atlantica da RBAS de
Paranapiacaba (tabela 1) mostraram que, nas duas areas, as plantas crescem em solos acidos e que o
potencial de acidez (H + Al) do solo de Mata é superior ao do solo de Cerrado. E provavel que na
RBEE de Mogi Guagu a acidez do solo seja resultado da sua origem geologica e da acdo do
intemperismo e da lixiviagdo, como relatado por Goodland & Ferri (1979). Mazzoni-Viveiros &
Trufem (2004) atribuiram a acidez do solo da RBAS de Paranapiacaba a poluigdo atmosférica, além
do fato do intenso processo de intemperizacdo do solo, pela acdo de acidos e de substancias

acidificantes, como SO4 ¢ F. Os solos, de maneira geral, apresentaram quantidades semelhantes de
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matéria organica, P e K e quantidades distintas de Ca e Mg, superiores no solo do Cerrado (tabela

1.

temperatura (°C)

Ago Set Out  Nov Dez Jan

tempo (meses)

Figura 1. Temperaturas maxima e minima didrias registradas na casa de vegetacdo da Se¢do de
Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto de Botanica no periodo de agosto de 2005 a janeiro

de 2006.

Tabela 1. Andlise quimica de amostras de solo do Cerrado da Reserva Biologica e Estacdo
Experimental de Mogi Guagu e da Mata Atlantica da Reserva Bioldgica do Alto da Serra de

Paranapiacaba, de acordo com o Laboratério Agrondmico S/C Ltda (LAGRO).

local de pH M.O. Presina K Ca Mg H+Al SB CTC \Y

coleta  CaCl, gdm” mgdm” mEq.100 mL™' TFSA %
cerrado 4,9 17 1,1 005 26 08 28 35 63 552
mata 3,6 23 1,3 005 08 04 58 13 70 177

M.O. = matéria organica; H + Al = potencial de acidez; SB = soma das bases; CTC: capacidade

de troca catiénica [SB = (H + Al)]; V = saturagdo de bases (SB.CTC™") x 100.

Em relagdo a analise fisica dos solos, observa-se a quantidade de areia grossa no solo de

Cerrado ¢ quase o dobro que o da Mata Atlantica, ao passo que a quantidade de areia fina em Mata
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¢ cerca de quatro vezes maior (tabela 2). Os solos sdo porosos e a quantidade de limo no solo da

Mata Atlantica ¢ superior a do Cerrado (tabela 2).

Tabela 2. Andlise fisica de amostras de solo do Cerrado da Reserva Bioldgica e Estagao
Experimental de Mogi Guagu e da Mata Atlantica da Reserva Bioldgica do Alto da Serra de

Paranapiacaba, de acordo com o Laboratdério Agrondmico S/C Ltda (LAGRO).

Composicdo Granulométrica (%) Densidades Porosidade (%)
local de -
coleta Areias

Grossa Fina Limo Argila Cascalho Aparente Real
cerrado 67,0 11,0 8,0 14,0 0,0 1,16 2,53 54,36
mata 350 40,0 15,0 10,0 0,0 1,06 2,35 55,05

Nao ocorreu interacdo estatistica significativa entre plantas de areas de coleta (Cerrado e
Mata Atlantica) e fotoperiodos para as diferentes medidas de crescimento (comprimento da planta:
F = 0,12; nimero de ramos laterais: F = 0,17; massa seca: F = 0,15). Porém, os dados de
crescimento analisados separadamente (Tukey, 5%), mostraram diferengas significativas entre os
tratamentos fotoperiddicos aplicados e os locais de coleta. As estacas de plantas de B. trimera,
coletadas em Cerrado e mantidas sob fotoperiodo de 20 h, tiveram aumento significativo em altura
quando comparado com as estacas dos tratamentos fotoperiddicos de 8 h, 12 h e 16 h (figura 2). No
entanto, as estacas coletadas em Mata Atlantica cresceram de maneira semelhante nos fotoperiodos
fornecidos, em média, 44 cm de altura (figura 2). O nimero de brotacdes laterais nas estacas
provenientes do Cerrado foi maior sob fotoperiodos de 12 h e 20 h (figura 3). Diferencas
significativas no nimero de brotacdes laterais de estacas da Mata Atlantica foram encontradas

apenas entre os fotoperiodos de 8 h e 20 h (figura 3).
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Figura 2. Crescimento em de estacas de plantas de Baccharis trimera (Less.) DC., provenientes do

Cerrado e Mata Atlantica, em fotoperiodos controlados de 8 h, 12 h, 16 h e 20 h, durante 120 dias.

Letras comparam os diferentes tratamentos aos 60 ¢ 120 dias de avaliagdo, em cada area de coleta, a

5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 3. Numero de ramos laterais de estacas de plantas de Baccharis trimera (Less.) DC.,
provenientes do Cerrado e Mata Atlantica, em fotoperiodos controlados de 8 h, 12 h, 16 h e 20 h,
durante 120 dias. Letras comparam os diferentes tratamentos aos 60 e 120 dias de avaliagdo, a 5%

de probabilidade pelo teste de Tukey.

Quando se compara o crescimento das estacas € o numero de brotacdes laterais em cada
fotoperiodo entre as duas areas de coleta das estacas (figura 4), observam-se diferengas
significativas no crescimento em altura das estacas nos fotoperiodos de 8 h e 20 h (figura 4A). Ja o

numero de ramos laterais foi significativamente diferente entre as estacas do Cerrado e da Mata
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Atlantica, em todos os tratamentos fotoperiddicos, sempre maior nas estacas provenientes do

Cerrado (figura 4B).

70
60 - O Cerrado @ Mata Atlantica
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fotoperiodos

Figura 4. Crescimento em altura (A) e nimero de ramos laterais (B) de estacas de plantas de
Baccharis trimera (Less.) DC., provenientes do Cerrado ¢ Mata Atlantica, em fotoperiodos
controlados de 8 h, 12 h, 16 h e 20 h, durante 120 dias. Letras comparam os diferentes tratamentos a

5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Os tratamentos fotoperiodicos empregados afetaram o acimulo de massa seca na parte aérea

(PA) e na raiz de estacas de carqueja. Nas estacas provenientes do Cerrado, o acuimulo de massa
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seca na PA foi proporcional ao numero de horas de luz, sendo que os maiores conteudos de matéria
seca corresponderam aos fotoperiodos mais longos, nas duas areas de coleta (figura 5). Estacas
coletadas no Cerrado e crescidas nos fotoperiodos de 12 h, 16 h e 20 h, tiveram maiores valores de
massa seca quando comparadas com estacas coletadas na Mata Alantica (figura 5). O actimulo de
massa seca na raiz, sob fotoperiodo de 12 h, em estacas da Mata Atlantica, foi significativamente
maior que nos demais tratamentos fotoperiddicos (tabela 3). O maior acumulo de matéria seca das
plantas parece estar relacionado com o aumento do tempo de exposicdo a luz. Em relacdo a razao
parte aérea:raiz das estacas provenientes de vegetacdo do Cerrado e da Mata Atlantica, diferengas
significativas foram observadas entre os locais de coletas, apenas no fotoperiodo de 16 h (1,5 contra

2,3, respectivamente). Em um mesmo local de coleta, a razdo PA:R foi semelhante (tabela 3).

50 A
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= 40 -
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<
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Figura 5. Massa seca da parte aérea de estacas enraizadas de Baccharis trimera provenientes de
areas de Cerrado e Mata atlantica, crescidas sob fotoperiodos controlados de 8 h, 12 h, 16 h e 20 h.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo a 5% de probabilidade pelo teste de

Tukey. Letras maitsculas comparam locais; minusculas, os fotoperiodos no mesmo local de coleta.
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Tabela 3. Massa seca da raiz e razdo parte aérea:raiz (PA:R) de estacas enraizadas de Baccharis
trimera provenientes de areas de Cerrado e Mata atlantica, crescidas sob fotoperiodos controlados
de 8 h, 12 h, 16 h e 20 h. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Letras maitsculas comparam cada pardmetro entre locais;

minusculas, os fotoperiodos no mesmo local de coleta.

Fotoperiodo Cerrado Mata Atlantica
Raiz PA:R Raiz PA:R
8h 12,0 Aa 2,0 Aa 12,0 Aa 2,1 Aa
12 h 13,8 Aa 1,5 Aa 20,0 Bb 1,7 Aa
16 h 20,0 Ab 1,5Ba 14,0 Ba 2,3 Aa
20 h 19,1 Ab 1,9 Aa 13,7 Ba 2,3 Aa

Segundo Hay (1990), sob condi¢des de dias longos (DL), ocorre um aumento na massa de
matéria seca de orgdos aéreos, indicando ser esta uma resposta comum nas plantas. De fato, o
aumento do fotoperiodo entre 8 h e 20 h influenciou consideravelmente o crescimento das plantas
de confrei (Symphytum officinale), uma espécie medicinal, em termos do aumento na produgdo de
biomassa total e particionada, entre os diversos o6rgaos da planta (Castro & Alvarenga 2001). Em
plantas de Cissus verticillata, espécie conhecida como “insulina-vegetal”, o maior numero de folhas
e maior area foliar foram obtidos sob fotoperiodo de 16 horas (Silva et al. 2007). Em plantas de
Gomphrena macrocephala, uma espécie herbacea de cerrado, com d6rgdos subterraneos de reserva,
os valores médios de crescimento da parte aérea (comprimento de haste e nimero de pares de
folhas) foram maiores quando as plantas foram submetidas a fotoperiodos de 12 h e 16 h.
Aparentemente, nessa espécie, dias mais longos favoreceram o aparecimento de maior numero de
brotacdes, a partir de gemas localizadas na porcdo basal da raiz tuberosa; menor crescimento
vegetativo foi observado quando as plantas foram submetidas a fotoperiodo de 8 h (Moreira et al.
1999). Os resultados obtidos aqui coincidem com os de outras espécies, como Viguiera discolor
(Isejima et al. 1991), Vernonia cognata (Cesarino 1996), Solidago luteus (Roncancio et al. 1996),

Viguiera robusta (Ruggiero & Zaidan 1997), Diplusodon virgatus (Cesarino et al. 1998), Miconia
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albicans (Carreira & Zaidan 2003), Mikania glomerata (Castro et al. 2003) e Bauhinia holophylla

(Rondon 2006).

Thomas & Vince-Prue (1997) afirmaram ser possivel generalizar que plantas submetidas a
DL apresentam maior crescimento vegetativo, seja por acdo direta do fotoperiodo, seja por
resultado de maior atividade fotossintética. Em condigdes de irradidncia atenuada, as plantas,
geralmente, t€ém sua capacidade fotossintética diminuida, o que refletiria em seu ritmo de
crescimento (Adams & Langton 2005). Estacas matrizes de carqueja, coletadas em Mata Atlantica,
ndo tiveram seu crescimento aumentado sob 16 h ou 20 h, em relagdo as mantidas sob 8 he 12 h
diérias de luz.

Os fotoperiodos fornecidos ndo induziram a floragdo nas estacas de B. trimera. Klein et al.
(1996) constataram que plantas de Bidens gardneri devem atingir um estddio minimo de
desenvolvimento para serem induzidas a floragdo. Resultados semelhantes foram obtidos por
Carreira & Zaidan (2003) em plantas de Miconia albicans. No entanto, no estudo de Cirera et al.
(2006), plantas de anis-estrelado (Pimpinella anisum), cultivadas na Argentina e utilizadas na
industria alimenticia, responderam ao fotoperiodo, aumentando sua velocidade de desenvolvimento
e antecipando a floragdo. Todas as plantas de Ocimum selloii, submetidas a apenas dois ciclos
diarios de 8 horas de luz (dia curto) floresceram apos 70 dias (Ladeira & Yazbeck 1997).

O rendimento e a composi¢do quimica dos 6leos volateis extraidos de estacas de plantas de
B. trimera crescidas sob diferentes fotoperiodos estdo mostrados na tabela 4. Em proporgdo, nao
ocorreu uma relagdo estatisticamente significativa entre os rendimentos do 6leo volatil, areas de
coleta (Cerrado e Mata Atlantica) e fotoperiodos. Porém, quando os rendimentos do 6leo volatil de
estacas de plantas de uma mesma area de coleta foram comparados entre os fotoperiodos, observou-
se que os maiores rendimentos foram obtidos nos fotoperiodos de 16 h e 20 h, em relagdo aos
fotoperiodos de 8 h e 12 h (tabela 4).

Massoud & Franz (1990) reportaram que o rendimento do 6leo volatil da camomila-

germanica (Chamomilla recutita) ¢ fortemente influenciado pelas condigdes ambientais, segundo os
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autores; a composi¢cdo quimica pode ser dependente da variabilidade genética. Em varias espécies
de plantas medicinais, a producdo de 6leo volatil tende a diminuir quando a incidéncia luminosa ¢
menor, porém, quando héd estresse hidrico, respostas contrastantes sdo obtidas, podendo a
quantidade de compostos volateis aumentar, diminuir ou ndo sofrer alteracdo (Carvalho & Casali
1999).

Para os 6leos volateis extraidos de estacas de plantas matrizes do Cerrado, mantidas em
fotoperiodo de 8 h, foram caracterizados 12 compostos. O numero de compostos foi diminuindo
com o aumento do fotoperiodo: 12 h, sete compostos; 16 h, seis compostos e 20 h, trés compostos.
No entanto, nas amostras de 6leos volateis de estacas provenientes da Mata Atlantica, observa-se
que os numeros de compostos foram semelhantes: 8 h, nove compostos; 12 h e 16 h com dez
compostos cada e 20 h, 11 compostos (tabela 4).

O ntmero de compostos caracterizados em plantas de B. trimera que ocorrem
espontaneamente em areas de vegetacdo de Cerrado e Mata Atlantica (Capitulo 1), foi superior ao
numero de compostos obtidos em plantas mantidas sob fotoperiodos controlados. Chialva & Doglia
(1990) e Simdes-Pires et al. (2005) caracterizaram 35 e 23 compostos, respectivamente, no 6leo
volatil de plantas de B. trimera do sul do Brasil. Condigdes artificiais de crescimento, como
fotoperiodos superiores ao comprimento do dia natural (cerca de 12 h para o estado de Sao Paulo,
segundo Vianello & Alves 1991), poderiam causar alteragdes metabdlicas nas plantas pela
exposicdo a quantidades elevadas de luz e, conseqiientemente causar alteragdes na sintese de
metabolitos secundarios. Adicionalmente, fatores limitantes de crescimento, como por exemplo, o
tamanho do vaso e a quantidade de agua disponivel, também poderiam interferir no metabolismo
secundario das plantas.

O efeito do fotoperiodo no acimulo de metabolitos secunddrios tem sido reportado para
muitas espécies. Em plantas de Origanum syriacum, Dudai et al. (1992) relataram que o contetido
relativo de hidrocarbonetos terpénicos foi maior nas plantas crescidas em dias curtos, isto €, 8 h

(51%), em comparagdo aquelas crescidas sob dias longos de 16 h (28%). No entanto, o contetdo
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relativo de monoterpenos foi maior nas plantas crescidas em dias longos (59%) do que nas plantas
que cresceram sob fotoperiodos considerados curtos (38%). Suchorska et al. (1992) mostraram que
a massa seca ¢ o conteudo do odleo volatil de Artemisia drancunculus f. drancunculus foram
significativamente maior em plantas crescidas sob 16 h, que sob 8 h. No estudo de Fahlén et al.
(1997), varias espécies aromaticas foram expostas a 21 h didrias de luz e produziram o composto
mentol em propor¢do mais elavada (2,7%), em relacdo aos tratamentos sob dias curtos (1,2%).
Plantas de Ocimum selloii, mantidas por 52 dias sob fotoperiodos de 8 h, produziram maior
quantidade de 6leo volatil do que as plantas que permaneceram sob luz continua, no mesmo periodo
(Ladeira & Yazbeck 1997). Castro et al. (2001) demonstraram que aumentos no fotoperiodo
promoveram um incremento no conteido médio de alantoina em raizes de confrei (0,06%, 0,30%,
1,21% e 4,78% em fotoperiodos de 8 h, 12 h, 16 h e 20 h, respectivamente).

Em termos quantitativos, cerca de 97% dos compostos foram identificados em cada mostra.
Houve predominancia de compostos sesquiterpénicos. As estruturas quimicas de cada composto
identificado, correspondendo ao numero entre parénteses, podem ser visualizadas na figura 6.
Biciclogermacreno (1) e espatulenol (2) foram os compostos majoritarios presentes nos Oleos
volateis das plantas do Cerrado e da Mata Atlantica, em todos os fotoperiodos. Embora o composto
acetato de carquejila (3) ndo tenha ocorrido em grande quantidade, também foi detectado em todas
as amostras, em concentracdes que variaram entre 2,27% (fotoperiodo de 12 h, Mata Atlantica) e
0,53% (fotoperiodo de 20 h, Cerrado). O composto 1-epi-cubenol (4) foi exclusivo nas amostras de
6leos volateis de estacas do Cerrado, mantidas nos fotoperiodos de 8 h (1,37%) e 6-cadineno (5),
também foi exclusivo nas amostras do Cerrado, em fotoperiodos de 8 h (3,34%), 12 h (1%) e 16 h
(3,98) (tabela 4).

Os compostos a-gurjuneno (6) e aromadendreno (7) foram identificados somente nas
amostras de 6leos volateis de estacas da Mata Atlantica e nos fotoperiodos de 8 h (7,15% e 1,1%),

12 h (5,57% e 5,53%) e 16 h (10,3% e 7,52%). B-pineno (8) ocorreu em todos os fotoperiodos

testados, exclusivamente em Oleos volateis de estacas da Mata Atlantica e -cubebeno (10) foi
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encontrado somente nos fotoperiodos de 12 h (0,46%) e 20 h (1,15%) nessa mesma regido de
coleta. Nas amostras do 6leo volatil do fotoperiodo de 20 h, o composto exclusivo foi o a-cubebeno

(10), com 3,43% (tabela 4).

Tabela 4. Rendimento (%) e caracterizagdo quimica dos compostos de 6leos volateis extraidos de
estacas de plantas de Baccharis trimera, provenientes de area de Cerrado e da Mata Atlantica, ¢

crescidas sob fotoperiodos controlados de 8 h, 12 h, 16 h e 20 h.

Compostos 8 horas 12 horas 16 horas 20 horas
(% area do pico) IR  Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado Mata Cerrado  Mata
rendimento (%) 0,09 0,06 0,11 0,09 0,13 0,12 0,17 0,15
B-pineno 961 - 6,53 - 2,21 - 1,02 - 0,99
acetato de carquejila 1262 1,47 3,12 0,84 2,27 0,75 2,08 0,53 1,92
Monoterpenos (%) 1,47 9,65 0,84 4,48 0,75 3,10 0,53 2,91
a-cubebeno 1271 - - - - - - - 3,43
-cubebeno 1277 - - - 0,46 - - - 1,15
B-elemeno 1288 - - 1,70 - - 3,76 - -
o--gurjuneno 1294 - 7,15 5,57 - 10,30 - -
-cariofileno 1296 2,25 - 1,84 - - - 2,63
aromadendreno 1409 - 1,11 - 5,53 - 7,52 - -
o-humuleno 1442 1,08 - - - - - 5,84
y-muuroleno 1478 1,17 - - 2,12 - 1,63 - -
germacreno-D 1482 1,30 0,87 - - 1,36 - - 1,76
biciclogermacreno 1497 59,57 43,95 63,15 49,68 69,14 46,92 56,83 45,71
o-cadineno 1507 3,34 - 1,00 - 3,98 - - -
espatulenol 1571 22,51 35,67 29,05 26,78 21,95 21,13 41,97 30,53
1-epi-cubenol 1621 1,37 - - - - - - -
t-cadinol 1638 1,70 - - 2,10 - 2,24 - 1,86
- eudesmol 1644 1,26 1,23 1,92 - 1,58 - 2,34
oplopanona 1733 1,45 0,29 - 1,23 - 1,39 - -
Sesquiterpenos (%) 97,0 90,27 98,6 934 979 94,89 98,8 95,2
Total (%) 98,47 99,92 99,5 97,95 98,76 97,99 9933 98,16
Hidrocarbonetos Monoterpénicos - 6,53 - 2,21 - 1,02 - 0,99
Monoterpenos Oxigenados 1,47 3,12 0,84 227 0,75 2,08 0,53 1,92
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 68,71 53,08 67,69 63,36 74,48 70,13 56,83 60,52
Sesquiterpenos Oxigenados 26,82 37,19 3097 30,11 23,53 2476 41,97 34,73

Apesar de alguns compostos identificados serem comuns nas amostras de 6leos volateis das
estacas de B. trimera do Cerrado e da Mata Atlantica, sua distribui¢ao parece nao seguir um padrao

definido em relacdo aos fotoperiodos nos quais as plantas foram mantidas: B-elemeno (11), B-
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cariofileno (12), a-humuleno (13), y-muuroleno (14), germacreno-D (15), t-cadinol (16), -
eudesmol (17) e oplapanona (18) (tabela 4).

Os unicos monoterpenos obtidos das amostras de o6leos volateis foram o [-pineno
(hidrocarboneto) e o acetato de carquejila (oxigenado). Os hidrocarbonetos sesquiterpénicos foram
caracterizados em maiores porcentagens em relagdo aos oxigenados (tabela 4). Siqueira et al. (1985,
1986) obtiveram em maior quantidade monoterpenos oxigenados. Simdes-Pires et al. (2005),
obtiveram resultados semelhantes ao coletarem plantas de B. timera em diferentes estagcdes do ano,
na regido sul do Brasil. No entanto, ao coletarem a mesma espécie em quatro lugares distintos, duas
amostras apresentaram maiores quantidades de monoterpenos oxigenados e nas outras amostras,
sesquiterpenos oxigenados.

Simoes-Pires et al. (2005) afirmaram ser o composto acetato de carquejila um possivel
marcador taxondmico para B. trimera. Nesse estudo, os autores avaliaram os 6leos volateis de
algumas espécies da sect. Caulopterae, que possui como caracteristica marcante a presenga de
claddédios, caules com expansdes laterais folhosas que desempenham funcgdo fotossintetizante,
conhecidas popularmente como carquejas (Budel et al. 2003). Ao coletarem plantas de B. trimera
em estado vegetativo e reprodutivo, em diferentes locais ¢ épocas, Simoes-Pires et al. (2005)
obtiveram o composto carquejol como majoritdrio, em todas as amostras de Oleos volateis
analisadas, podendo assim, ser diferenciadas quimicamente de outras espécies.

O carquejol nao foi caracterizado nos 6leos volateis extraidos de plantas no presente estudo,
porém, o derivado acetilado, acetato de carquejila foi identificado em todas as amostras de dleos
volateis extraidos de estacas de plantas provenientes do Cerrado e da Mata. No entanto, nao foi o
composto majoritario. Nos estudos de Naves (1959), Bauer et al. (1978), Siqueira et al. (1985,
1986), Chialva & Doglia (1990) e Vargas et al. (2006), o acetato de carquejila foi majoritario. Para
Poc4a (2005), o indano foi obtido em maior quantidade, porém, a autora ndo confirmou a
identificagdo deste composto. Silva et al. (2006) obtiveram o espatulenol como constituinte

majoritario do 6leo volatil da carqueja. Sabe-se que podem ocorrer alteragdes nos rendimentos € na
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composi¢ao quimica nos 6leos volateis de plantas de uma mesma espécie co-ocorrentes em regides
geograficamente distintas, portanto sujeitas a alteracdes dos fatores edafoclimaticos.

Mozafar et al. (1993) sugerem que o efeito do fotoperiodo no crescimento vegetal pode ser
devido, parcialmente, a uma alteragdo na absor¢do de nutrientes pelas plantas. O tipo de solo no
qual as plantas sdo cultivadas ¢ um fator que deve ser levado em consideragdo. Plantas adaptadas a
ambientes oligotroficos crescem lentamente e possuem menor capacidade em adquirir certos
recursos desses solos (Chapin 1991).

Gobbo-Neto & Lopes (2007) mencionaram que os nutrientes presentes no solo podem afetar
nao somente o metabolismo primario das plantas, mas também a produg¢do de diferentes metabolitos
secundarios. Em ambientes cujos recursos nutricionais sdo limitados, diversos fatores interagem a
favor da sintese de altos niveis de compostos secundarios (Herms & Mattson 1992). Em solos
acidos, devido a reducdo da taxa de conversdo de amdnio em nitrato, a incorporagdo de nitrogénio
pode ser inibida, o que tem sido utilizado para explicar os elevados niveis de producdo de
metabolitos secundarios (especialmente compostos fendlicos) associados a plantas que crescem
nesse tipo de solo (Zobel & Brown 1990). Por outro lado, os terpenos parecem ndo mostrar
correlagdes consistentes com mudancas na disponibilidade de nitrogénio, fosforo ou potdssio
(Gershenzon 1984).

Nascimento & Langenheim (1986) ndo observaram diferencas significativas na composi¢ao
de sesquiterpenos e fendis em folhas de Copaifera multijuga provenientes de solos com contrastes
fisicos e quimicos da Floresta Amazdnica Central. Resultados semelhantes foram obtidos com
plantas de Pirostegia venusta, cujo perfil quantitativo de flavonodides ndo ¢é influenciado por
diferencas de ambiente (Mata Atlantica e Cerrado) e tampouco por diferencas edaficas (Santos &
Blatt 1988). Em um estudo de adubagdo com NPK em plantas de B. trimera, variando-se os teores
de nutrientes do solo com a quantificacdo de flavondides, Borella et al. (2001) obtiveram teores
semelhantes desses compostos, demonstrando que este vegetal ¢ rustico, crescendo em variados

tipos de solos em que ¢ cultivado.
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Figura 5. Estruturas quimicas de compostos caracterizados nos o6leos volateis de plantas de
Baccharis trimera, coletadas em regides de Cerrado e Mata Atlantica e crescidas em fotoperiodos

de 8 h, 12 h, 16 h e 20 h durante 120 dias.
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Pode-se concluir que as plantas de Baccharis trimera podem se estabelecer com sucesso em
ambientes com caracteristicas edafoclimaticas diversas, como em Cerrado (Sassaki et al. 1999) e
Mata Atlantica (Mazzoni-Viveiros & Trufem 2004). Embora ndo tenha ocorrido interagao
significativa entre os parametros analisados neste trabalho (fotoperiodo x crescimento x local de
origem da estaca), destaca-se o fato das estacas de plantas provenientes de area do Cerrado
responderem positivamente ao incremento do fotoperiodo e, conseqiientemente acumularem
quantidades mais elevadas de matéria seca e terem apresentado maior rendimento nas extragdes de
6leos volateis. Estacas de plantas obtidas em regides de Mata Atlantica foram indiferentes ao
fotoperiodo. O aumento do fotoperiodo proporcionou acumulo significativamente maior de matéria
seca nessas plantas e, aparentemente, nos rendimentos de o6leo volatil. Qualitativamente, houve
predominancia de compostos sesquiterpénicos nas amostras de oleos volateis de estacas crescidas
nos fotoperiodos e os compostos biciclogermacreno e espatulenol, foram os compostos majoritarios

nos Oleos volateis de areas do Cerrado e da Mata Atlantica.
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RESUMO: Plantas do género Baccharis sdo importantes fontes de produtos naturais devido ao seu
conhecido uso na medicina popular e seus efeitos farmacoloégicos, comprovados cientificamente. As
pesquisas com Oleos volateis de espécies de Baccharis tém aumentado nas ultimas décadas em
virtude das suas propriedades terapéuticas. Esta revisdo sumariza os estudos realizados com os
constituintes volateis, métodos de extragdo, rendimento, caracterizagdo quimica e atividades
biologicas descritas em plantas do género Baccharis. Os o6leos volateis de Baccharis sdo extraidos
principalmente pela hidrodestilacdo de espécies que ocorrem no Brasil e Argentina tendo mais de
100 compostos ja identificados. Pequena variagdo na composi¢do quimica dos 6leos volateis entre
as espécies foi encontrada, porém poucos estudos consideraram a influéncia de fatores
edafoclimaticos no rendimento e na caracterizagdo quimica dos 6leos. As atividades bioldgicas
testadas até o momento sdo baseadas principalmente nas propriedades antifingica, antibacteriana e
inseticida dos 6leos volateis. Neste contexto, as plantas do género Baccharis constituem um campo
vasto para pesquisas de novos compostos ativos extraidos dos oleos volateis que contém e suas
interagdes com o ambiente.

Unitermos: Baccharis spp., Asteraceae, 0leo volatil, caracterizagdo quimica, atividade bioldgica.

ABSTRACT: “Volatile oils of the genus Baccharis L. (Asteraceae): a review”. Plants of the
Baccharis genus are important sources of natural products because of their reputed use in the folk
medicine and their scientifically proved pharmacological effects. The research on volatile oils of
Baccharis species has increased in the last decades due to their therapeutic proprieties. This review
summarizes the studies about their volatile constituents, extraction procedures, yield, chemical
characterization and biological activities. The Baccharis volatile oils are obtained by
hydrodistillation of Brazilian and Argentinean plants with more than 100 constituents already
identified. Small variation in the volatile oil composition among the species was found. However,
few studies considered the effect of edaphic and climatic factors on the volatile oil composition and

yield. The biological activities reported are mainly based on antifungal, antibacterial and
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insecticidal properties of the oils. Nevertheless, the Baccharis spp. show a promising potential in
the studies concerning new active compounds obtained from the volatile oils and their interactions
with the environments.

Keywords: Baccharis spp., Asteraceae, volatile oil, chemical characterization, biological activity.
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INTRODUCAO

Espécies de Asteraceae sao extensivamente estudadas em relagdo a sua composi¢do quimica
e atividade bioldgica, tendo sido isolados inumeros metabdlitos secundarios (Verdi et al., 2005). O
género Baccharis L., pertencente a subtribo Baccharidinae, a qual contém o maior nimero de
espécies dentro da tribo Astereae, ¢ representado por mais de 500 espécies distribuidas
exclusivamente em paises da América, dentre eles Brasil, Argentina, Bolivia, Colombia, Chile e
México (Malagarriga-Heras, 1976, Giuliano, 2001, Malizia et al., 2005a). No Brasil, sdo descritas
cerca de 120 espécies de Baccharis, a maior parte localizada nas regides Sul e Sudeste (Barroso,
1975-76). Estima-se, ainda, que o género contenha 100 espécies na Argentina (Espinar, 1973), 28
no México (Matuda, 1957) e cerca de 40 na Colombia, constituindo um dos mais importantes
grupos de plantas neste pais, das quais 38% s3o endémicas (Cuatrecasas, 1967). A grande
concentragdo de espécies no Brasil e nos Andes indica que toda essa area seja o provavel centro de
origem do tdxon (Budel et al., 2005).

Revisdes recentes sobre o género Baccharis podem ser encontradas na literatura. Budel et al.
(2005) enfocam as diferengas na morfoanatomia das plantas e afirmam que a validagdo desses
estudos podera ser uma ferramenta importante no desenvolvimento de fitoterapicos. Destacam que a
espécie mais estudada é B. trimera, seguida de B. articulata e B. dracunculifolia. Verdi et al. (2005)
fazem um relato completo dos aspectos quimicos, econdmicos e bioldgicos. Os autores listam 31
espécies com atividade bioldgica e os compostos e/ou extratos responsaveis pela atividade; ainda,
relatam a ocorréncia de flavondides e terpenos em 94 espécies. Abad; Bermejo (2007) descrevem o
uso medicinal de algumas espécies selecionadas e sua composi¢cdo quimica, tendo como
constituintes mais representativos os Oleos volateis, di e triterpendides, compostos fendlicos
(principalmente os flavonoides), bem como suas atividades farmacologicas. Os autores relatam,

ainda, as propriedades fitotoxicas de espécies como B. boliviensis, B. coridifolia, B. linearis, B.
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magellanica e B. umbelliformis e referem-se a escassez de estudos de tecnologia na area de cultura
de células, que estdo se desenvolvendo principalmente em plantas de B. trimera.

Apesar do vasto nimero de publicagdes sobre as espécies de Baccharis, ainda existem
controvérsias acerca da nomenclatura correta e sinonimias (Giuliano, 2001, Simdes-Pires et al.,
2005). A identificacdo botanica oferece dificuldades, mesmo para especialistas, principalmente nas
espécies da sect. Caulopterae, o qual possui como caracteristica marcante a presenga de caules com
expansoes laterais, denominados cladddios, que desempenham fungdo fotossintetizante (Budel et
al., 2003). Muitas das espécies tri-aladas s3o chamadas popularmente de carqueja e sdo morfologica
e anatomicamente similares (Cortadi et al., 1999, Gianello et al., 2000).

A composi¢ao quimica das espécies do género tem sido estudada desde o inicio do século
passado e, atualmente, mais de 150 compostos foram isolados e identificados (Abad; Bermejo,
2007). Os compostos que aparecem com maior freqiiéncia sdo os flavonodides e os terpenoides,
como monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos (Moreira et al., 2003, Verdi et al.,

2005).

1. Aspectos biolégicos e medicinais

As plantas do género Baccharis sdo subarbustos perenes, como a carqueja, a vassoura ou
vassourinha, e medem em média de 0,5 a 4,0 m de altura. Tém caules e ramos cilindricos, folhas
alternas com varia¢des na forma e tamanho; sdo didicas, com flores reunidas em capitulos, podendo
ser unicas ou multiplas (Boldt, 1989). Muito diversificadas, ocupam grande variedade de ambientes
e constituem um importante elemento em numerosas formagdes vegetais (Giuliano, 2001).

Algumas espécies de Baccharis podem ser toxicas, como B. neglecta que é invasora de
pastagens em regides do Texas; B. hamilifolia afeta o gado causando transtornos gastrointestinais e
B. salicifolia contamina a agua no sul dos Estados Unidos (Boldt, 1989). No Brasil, Argentina ¢

Uruguai, plantas de B. megapotamica e B. coridifolia causam envenenamento em animais devido ao
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acimulo de substancias extremamente toxicas, como os tricotecenos (Jarvis et al., 1996). No
entanto, B. neglecta, B. glomeruliflora e B. angustifolia sdo usadas como ornamentais e as espécies
B. salicifolia ¢ B. pluralis, durante a floragdo, produzem mel de excelente qualidade (Verdi et al.,
2005).

Muitos s3o os usos medicinais descritos para as plantas de Baccharis. Popularmente estas
sdo utilizadas nas desordens estomacais, no controle da diabete, do reumatismo, de gripes e
resfriados, no tratamento de afec¢des cutaneas (Corréa, 1985, Camargo, 1985, Sousa et al., 1991),
como diuréticas (Camargo, 1985), protetoras contra desordens hepaticas (Toursarkissian, 1980), no
tratamento de processos inflamatorios e infecciosos (Palacios et al., 1983, Anesini; Peres, 1993,
Rahalison et al., 1995, Feresin et al., 2001, Coelho de Souza et al., 2004, Oliveira et al., 2005a), em
casos de hipertensdo, hemorragia cerebral e como tratamento auxiliar contra a obesidade, anorexia e
desintoxica¢ao do organismo (Di Stasi et al., 2002). Ha relatos de uso contra malaria, tlceras,
anemia, diarréia, inflamagdes urinarias, amidalite, verminoses, mal de Hansen, entre outras (Melo et
al., 2001, Verdi et al., 2005).

As plantas do género Baccharis, devido seu intenso uso popular, constituem, portanto,
instrumentos valiosos na descoberta de produtos medicinais naturais (Verdi et al., 2005) e sdo alvo

constante de inimeras pesquisas.

2. Oleos Volateis

Embora as revisdes de Budel et al. (2005), Verdi et al. (2005) e Abad; Bermejo (2007)
apresentem as caracteristicas botanicas e quimicas principais do género, ndo foi feita, até o
momento, uma abordagem completa e exclusiva sobre os 6leos volateis de plantas de Baccharis.
Abad; Bermejo (2007) citam os rendimentos e os principais componentes dos 6leos volateis de

algumas espécies de Baccharis encontrados nos trabalhos de Albuquerque et al. (2004), Arze et al.
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(2004), Zunino et al. (2004), Biurrun et al. (2005), Malizia et al. (2005a,b) e Simdes-Pires et al.

(2005).

Em 1956, Naves, um pesquisador suico, estudava os compostos volateis de varias espécies
de plantas, ao coletar exemplares de Baccharis trimera em uma viagem ao estado de Santa Catarina
(Sul do Brasil), foi pioneiro na analise dos d0leos volateis de Baccharis spp. A esséncia entdo obtida
de B. trimera continha 15% de B-pineno (1), 6-7% de um alcool livre inédito, C;oH;40, denominado
carquejol (2), acompanhado em maior proporcdo (55%), por seu derivado acetilado, acetato de
carquejila (3) (Naves, 1959). Além desses componentes, o 6leo continha uma mistura de 10-12% de
sesquiterpenos e 6-8% de 4alcoois derivados do aromadendreno (4). Caujolle; Meynier (1959) e
Caujolle et al. (1960) estudaram os efeitos farmacodindmicos e farmacologicos do carquejol, cujos
efeitos hipotérmico e analgésico foram posteriormente patenteados nos Estados Unidos da América
(Naves; Caujolle, 1963).

A partir de entdo, outros estudos sobre os Oleos volateis de espécies de Baccharis
comegaram a ser desenvolvidos. Os principais resultados publicados, como o rendimento e os
compostos majoritarios, bem como o pais de coleta das plantas e os orgdos utilizados para a
extracdo, estdo sumarizados na Tabela 1. Até o momento, foram encontrados 46 artigos cientificos
relacionados com os 6leos volateis de Baccharis spp., compreendendo um total de 40 espécies
investigadas em seis paises, sendo que 61% dos trabalhos foram realizados com plantas coletadas
no Brasil, seguindo-se as da Argentina (28%), Bolivia (7%), Chile (2%) e Cuba e Uruguai com 1%
cada.

Os dleos volateis de B. dracunculifolia, B. trimera, B. articulata e B. salicifolia foram os
mais estudados, sendo citados em 13, 10, 7 e 5 artigos, respectivamente, e em diferentes paises. B.
dracunculifolia (alecrim-do-campo, o6leo-de-vassoura, propolis-verde) e B. trimera (carqueja,
carqueja-amarga) sao espécies muito utilizadas na medicina popular no Brasil, Argentina, Uruguai e
Paraguai (Abad; Bermejo, 2007) e sdo as espécies que mais se destacam na producdo de Oleos

volateis cuja importancia comercial é reconhecida, principalmente na Europa e nos Estados Unidos.
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Sao usados, em sua maioria, nas industrias de perfumes, como fixadores e, também na industria de
licores (Craveiro et al., 1981, Verdi et al., 2005). Vargas et al. (2006) citam a possibilidade da
produgdo futura de dleo de carqueja através da extracdo com CO; supercritico em larga escala. De
fato, B. dracunculifolia e B. trimera sdo as espécies melhor estudadas quanto a constitui¢do dos

oleos volateis.

2.1- Métodos de Extracao

A extragdo dos oOleos volateis foi realizada, em geral, pela hidrodestilagao de diferentes
partes das plantas em aparelho do tipo Clevenger, durante uma até quatro horas de extragdo,
seguindo-se a retirada do 6leo com pentano e secagem com sulfato de sddio anidro. Excecdes sdao
encontradas nos trabalhos de Cassel et al. (2000) e Vargas et al. (2006) que utilizaram o fluido
supercritico (CO,) para as extragdes dos 6leos de B. dracunculifolia ¢ B. trimera respectivamente.

Cassel et al. (2000) compararam a extracdo supercritica e a destilagdo do dleo de B.
dracunculifolia para otimizar o conteudo de compostos oxigenados, como o (E)-nerolidol (5) e o
espatulenol (6), utilizados nas industrias de perfumaria e na atividade biologica, respectivamente.
As caracteristicas de selecdo de uma substiancia ou de classes de substincias de interesse do
processo supercritico de extragdo maximizou a obtencdo dos compostos, em comparagdo a
hidrosdestilacdo. Vargas et al. (2006) apenas testaram dois modelos matematicos de extragdo com
CO; com o6leos de B. trimera.

O processo de destilagdo produz modificagdes na termolabilidade dos compostos e pode ser
considerado um problema na producdo de fragrancias naturais, além de causar possiveis alteragdes
nas propriedades medicinais dos Oleos volateis (Reverchon, 1997, Gaspar et al., 2003). Em
comparagdo com a hidrodestilagcdo, a extragdo com fluido supercritico ¢ uma solugdo alternativa

para manter as propriedades organolépticas do produto final. No entanto, os estudos de extracao de
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volateis com CO, em plantas de espécies de Baccharis ainda sdo incipientes ¢ constituem um ramo

da pesquisa cientifica com necessidade urgente de expansao.

2.2- Rendimento e caracterizacio quimica dos dleos volateis

A maioria das publicagdes relata estudos com apenas uma Unica espécie, como B.
dracunculifolia, B. trimera, B. articulata e B. salicifolia. Os resultados mais freqlientemente
divulgados nas pesquisas em oOleos volateis sdo o rendimento, a caracterizacdo quimica € o0s
compostos majoritarios.

Os rendimentos dos 6leos de B. dracunculifolia variaram entre 0,15 ¢ 1% e os compostos
majoritarios foram o nerolidol (5), limoneno (7) e o B-pineno (1). Cassel et al. (2000) identificaram
14 constituintes, contra 100 constituintes obtidos por Weyerstahl et al. (1996) no 6leo de B.
dracunculifolia, com ambas amostras coletadas no sul do Brasil. Acetato de carquejila (3) foi o
composto majoritario dos 6leos volateis de B. trimera, com excegdo no estudo de Silva et al. (2006),
que obtiveram o espatulenol (6) em maior quantidade. Para a espécie, os rendimentos dos 6leos
variaram de 0,05% a 2,34% e foram identificados no minimo, oito compostos no estudo realizado
por Vargas et al. (2006) e, no maximo, 35 compostos por Chialva; Doglia (1990). Simdes-Pires et
al. (2005) destacaram o composto acetato de carquejila (3) como um possivel marcador taxonomico
para B. trimera, uma espécie dificil de identificar em estado vegetativo e, na maioria das vezes,
confundida com B. crispa.

Nos estudos com plantas de B. articulata realizados por Siqueira et al. (1985, 1986), o
composto acetato de carquejila (3) foi o constituinte majoritario nas coletas realizadas no sul do
Brasil. Agostini et al. (2005) e Simdes-Pires et al. (2005) obtiveram B-pineno (1) como majoritario
dos dleos volateis de plantas de B. articulata coletadas também no sul do Brasil. Para as plantas

dessa espécie coletadas na Argentina, os compostos foram o y-gurjuneno (8) e o B-cariofileno (9),
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mostrando haver diferencas na composicdo quimica dos volateis em fun¢do do local de coleta.
Apenas os rendimentos dos volateis ndo mostraram grandes variagdes entre as amostras.

O o6leo volatil de B. salicifolia foi o que apresentou maiores diferengas na composicao
majoritaria em fungdo do local de coleta. O composto germacreno-D (10) foi obtido em plantas
coletadas na Bolivia, a-cadinol (11), germacrona (12) e limoneno (7) de plantas da Argentina e
espatulenol (6) de plantas provenientes do Brasil. Os rendimentos variaram de 0,1 a 1,5% em
amostras coletadas no Brasil e na Argentina, respectivamente.

Plantas de B. latilifolia, coletadas na Bolivia, apresentaram o mesmo composto majoritario,
germacrona (12), mesmo quando coletada em épocas diferentes (Loaysa et al., 1993, 1995, Salcedo
et al., 2003). Na composigdo quimica dos 6leos houve predominancia de sesquiterpenos, como o iSO
e B-cariofileno (9), (E)-nerolidol (5) e espatulenol (6). B. crispa, B. milleflora, B. myriocephala, B.
salicifolia e B. uncinella também tiveram os seus 6leos volateis analisados por diferentes autores.
Foi observado que o rendimento dos 6leos volateis e o constituinte majoritario variaram de acordo
com o pais e a estacdo do ano em que foi realizada a coleta.

Ferracini et al. (1995) caracterizaram quimicamente os 6leos volateis de sete espécies de
Baccharis em plantas coletadas em varias localidades do Brasil. Para B. caprariaefolia, B.
dracunculifolia ¢ B. erioclada, houve diferenciag¢ao entre individuos masculinos e femininos. Os
autores observaram que a variacdo sazonal da razdo entre mono e sesquiterpenos aumenta a medida
que a pluviosidade diminui e que o fato dos individuos femininos possuirem maior nimero de
compostos deve-se as inflorescéncias, durante a estacdo de floracdo. Agostini et al. (2005)
estudaram seis espécies de Baccharis ocorrentes no Rio Grande do Sul (B. articulata, B. cognata, B.
milleflora, B. semisserrata, B. oxyodonta e B. uncinella) e evidenciaram diferengas na composicao
quimica e no rendimento dos o6leos volateis em fung¢do dos diferentes locais de coleta, para uma
mesma espécie. As amostras de B. milleflora apresentaram compostos majoritarios distintos e os
autores concluiram que essa diferenca se deu possivelmente pela presenca de quimiotipos (Agostini

et al., 2005).
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Abad; Bermejo (2007) deram atencdo especial aos rendimentos € compostos majoritarios
dos 6leos volateis extraidos de espécies da Patagonia Argentina em sua revisdo sobre o género
Baccharis: B. racemosa, B. linearis, B. obovata ¢ B. salicifolia (Malizia et al., 2005a,b). Citam os
trabalhos de Biurrun et al. (2005) com B. tenella e Zunino et al. (2004) com B. articulata, também
da Argentina, Arze et al. (2004) com B. tricuneata var. ruiziana, da Bolivia, e ainda os estudos de
Albuquerque et al. (2004) e Simdes-Pires et al. (2005) com espécies ocorrentes no Brasil.

Os resultados da composi¢ao quimica dos dleos volateis de Baccharis mostram que nao ha
uma grande variagdo na composi¢do. Porém, em algumas publicagdes, os autores ndo mostraram
dados importantes acerca da extragcdo dos 6leos, como a estacdo do ano cuja coleta foi realizada, o
rendimento da extracdo e ainda o niimero total de compostos caracterizados. Outro fator marcante
ndo revelado € se a extragdo foi realizada com amostras de plantas frescas (ou recém-coletadas) ou
secas (a pleno sol, a sombra, em casa de vegetagdo ou em estufa com ou sem circulagdo forcada de
ar). O tipo e o tempo de secagem podem também afetar o rendimento ¢ a composi¢ao dos 6leos
volateis (Santos; Innecco, 2003), além de evitar a proliferacdo de microorganismos e permitir a
manuten¢do das caracteristicas fisico-quimica das plantas (Svoboda et al., 1990).

A falta de informacgdes impossibilita a comparagdo de resultados, principalmente quando se
considera que fatores abidticos, como radiagdo, precipitacdo, temperatura, vento, altitude, solo,
nutrientes, época de coleta e a umidade relativa podem alterar a composi¢do quimica de terpenos
(Pitarevic, 1984, Nerg et al., 1994, Clement et al., 1997, Lopes et al., 1997, Simdes; Spitzer, 1999,
Gouinguené; Turlings, 2002, Lima et al., 2003, Arkrout et al., 2003, Tavares et al., 2005,
Potzernheim et al., 2006) a qual também depende parcialmente do estadio fenologico e do sexo da
planta (Oliveira et al., 2005b, Lago et al., 2006).

Em vistas dos fatores edafoclimaticos que podem influenciar a composi¢do quimica dos
6leos volateis, ainda se fazem necessarios muitos estudos comparativos com as espécies do género
Baccharis para verificar a ocorréncia de quimiotipos, cujos registros deste tipo podem ser vistos

apenas no estudo de Simdes-Pires et al. (2005).
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2.3- Atividades Biologicas

Dentre as espécies de Baccharis, em torno de 30 apresentam estudos de atividade bioldgica
com extratos brutos, fracdes e oleos volateis, destacando-se as atividades alelopatica, analgésica,
antidiabética, antifingica, antinflamatoria, antileucémica, antimicrobiana, antimutagénica,
antioxidante, antiviral, citotoxica, espasmolitica, gastroprotetora, hepatoprotetora, inseticida e
vasorrelaxante (Kupchan et al., 1976, Soicke; Leng-Peschlow, 1987, Rahalison et al., 1995, He et
al., 1996, De las Heras et al., 1998, Nakasugi, Komai, 1998, Abad et al., 1999, Torres et al., 2000,
Weimann et al., 2002, Feresin et al., 2003, Oliveira et al., 2005a).

Citam-se os estudos de atividade antimicrobiana para o6leos volateis de Cobos et al. (2001)
em B. notosergila, Salcedo et al. (2003) em B. latilifolia, Albuquerque et al. (2004) em B. trinervis,
Demo et al. (2005) em B. flabellata var. flabellata e, mais recentemente Carreira (2007, dados nao
publicados) em B. trimera. Os microorganismos mais usados nos ensaios de atividade bioldgica sdo
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Ascosphaera apis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klesibiella sp., Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonella chorelae-suis.

Abad; Bermejo (2007) citam que os compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana
nas espécies de Baccharis sdo terpenoides, constituintes majoritarios dos 6leos volateis. Em geral,
os autores relatam que a atividade bioldgica encontrada ¢ devida aos compostos que aparecem em
maior quantidade, embora ndo eliminem a possibilidade de efeito sinérgico de todos os
componentes. Betoni et al. (2006) sugerem que a investigacao da capacidade de sinergismo entre os
extratos e outras substincias de origem natural com o uso de farmacos antimicrobianos classicos
seja fundamental no desenvolvimento de novos agentes farmacologicos para o tratamento de
doengas.

Em relacdo a atividade antifungica dos 6leos, Dellacassa et al. (2003) testaram 6leos de

plantas femininas de B. coridifolia contra Ascosphaera apis (fungo que acomete abelhas produtoras
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de mel — Apis mellifera). Tratamentos farmacoldgicos com produtos quimicos sintéticos nao tém
sido eficazes contra os esporos desses fungos. Dentre os oitos 6leos volateis testados, o de B.
coridifolia nao exibiu qualquer atividade fungicida. Carreira (2007, dados nao publicados),
trabalhando com Oleos de B. trimera contra os fungos Cladosporium sphaerospermum e C.
cladosporioides, verificou que a atividade varia de acordo com a estagdo do ano e do local de
coleta.

van Zyl et al. (2006) analisaram a atividade bioldgica (antimalaria, antimicrobiana,
antioxidante e toxica) de 20 constituintes naturais isolados dos 6leos volateis e verificaram que as
bactérias Gram-negativas sdo geralmente menos suscetiveis a agdo dos oleos volateis devido a
presenga de uma membrana externa de polissacarideos ao redor da parede celular que restringe a
difusdo de compostos lipofilicos através dessa camada (Burt, 2004). Os autores concluiram que,
individualmente, a atividade bioldgica dos compostos variou, inibindo o crescimento microbiano
em maior ou menor grau. No entanto, quando hd uma combinag¢dao dos componentes, estes podem
interagir evidenciando a atividade biologica.

Compostos volateis testados isoladamente como (E)-nerolidol (5), a-pineno (13) e linalol
(14) tém mostrado potente atividade antimalarica (van Zyl et al. 2006); carvacrol (15), geraniol
(16), B-pineno (1), a-terpineno (17), 1,8-cineol (18), terpinoleno (19) e timol (20) apresentam
atividade antimicrobiana e antifungica (Dormans; Deans, 2000, Hammer et al., 2004, Demo et al.,
2005). Alguns desses compostos isolados constituem os 6leos volateis de Baccharis.

Muitos metabolitos secundarios de plantas, incluindo os 6leos volateis, sdo conhecidos por
terem vdrias atividades contra insetos (Sosa et al., 1994, Huang; Ho, 1998, Zhu et al., 2004),
incluindo as propriedades toxica, repelente, ovicida e anorexigena (Ho et al., 1996, Sarae et al.,
2001). Garcia et al. (2005) verificaram os efeitos toxico e repelente dos Oleos volateis de B.
salicifolia sobre larvas de Tribolium castaneum (insetos que infestam farinaceos) e concluiram que
os monoterpenos [canfeno (21), limoneno (7), mirceno (22), B e a-pineno (1; 13)] sdo conhecidos

por esses tipos de atividade em insetos e, ainda, que as caracteristicas estruturais desses
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monoterpenos podem influenciar a propriedade inseticida, o grau de penetragdo na cuticula do
inseto e sua habilidade em interagir com o local ativo (Rice; Coats, 1994).

Chantraine et al. (1998) estudaram o efeito inseticida de alguns 6leos volateis de plantas
ocorrentes na Bolivia, dentre elas, seis espécies de Baccharis. A mortalidade das larvas de Aedes
aegyptii foi superior a 65% na presenga de oleos volateis de B. dracunculifolia e 100% com os
6leos de Baccharis sp. Os autores concluiram que a atividade desses Oleos é devida a grande
quantidade do composto (E)-nerolidol (5).

Alguns o6leos volateis sdo muito ativos contra bactérias, no entanto sdo inativos contra
fungos e vice-versa, enquanto outros sdo capazes de estimular o crescimento de alguns
microorganismos (Zygadlo; Juliani, 2000). Os 6leos volateis variam de acordo com as condicdes
climaticas e ambientais e, como conseqiiéncia, tém diferentes bioatividades. Além disso, os
métodos utilizados nas atividades biologicas variam entre as publicagdes (Janssen et al., 1987),
incluindo as diferencas no crescimento microbiano, no tempo de exposi¢cdo do microorganismo ao
6leo, sua solubilidade ou de seus componentes, o uso e a quantidade de emulsificador (Hammer et

al., 1999), entre outras.

Conclusoes

A busca por produtos naturais tem crescido nos ultimos anos para o desenvolvimento de
novos compostos terapéuticos. O género Baccharis ¢ extensivamente estudado por abrigar espécies
com potencial medicinal que podem ser uma rica fonte de novos compostos ativos. Os Oleos
volateis extraidos das plantas de diferentes espécies mostraram ter atividades biologicas, de acordo
com os resultados de varios autores.

De acordo com as informacgdes coletadas e aqui mencionadas, a espécie mais estudada ¢ B.
dracunculifolia, seguida de B. trimera. Embora o género Baccharis tenha ampla distribuigdo

geografica e grande niumero de espécies, a maioria delas usadas para fins medicinais, ainda ndo foi
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suficientemente estudado, abrindo um campo vasto para pesquisas de novos compostos ativos

extraidos dos 6leos volateis e suas interagdes com o ambiente.
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Tabela 1. Estudos com 6leos volateis de espécies do género Baccharis, considerando o pais de coleta, a parte da planta utilizada para a extra¢do do

6leo, se material fresco (F) ou seco (S), bem como o nimero de compostos caracterizados, o composto majoritario e a referéncia bibliografica.

L pais de parte utilizada  n° compostos composto N
Especie coleta (F) ou (S) caracterizados majoritdrio referéncia bibliografica
B. artemisioides Hook. & Arn. Argentina acrea (?) 32 ? Montes (1969)
Brasil acrea (?) 8 3) Siqueira et al. (1985)
Brasil folhas (?) ? 3) Siqueira et al. (1986)
. folhas e caules
()
Argentina jovens () ? (8) Tonn et al. (1987)
B. articulata (Lam.) Pers. Argentina ’aerea tglF) 40 9) Zunino et al. (1998)
Brasii o0 (?7) ores ? ? Budel et al. (2004)
Brasil aérea (S) 15 (1) Agostini et al. (2005)
Brasil (O Sflores 13 (1) Simdes-Pires et al. (2005)
B. caprariefolia DC. Brasil aérea (F) 16/23! 9) Ferracini et al. (1995)
B. cognata DC. Brasil aérea (S) 12 (1) Agostini et al. (2005)
B. cordobensis Heering Argentina folhas (F) 33 (5) Zunino et al. (2000)
. aérea, flores e .
B. coridifolia De Candole Argentina frutos (S) 29 ©) Bailac et al. (2001)
Argentina aérea (?)° 29° ) Dellacassa et al. (2003)
. folhas e caules
(')
Argentina jovens (7) ? ) Tonn et al. (1987)
B. crispa Spreng. Argentina aérea (?) ? (5) Zunino et al. (1997)
Brasil f"lhas(se)ﬂores 24 (24), (6), (25), (26)*  Simdes-Pires et al. (2005)
B. cylindrica (Less.) DC. Brasil aerea(i)ﬂores ? ? Budel et al. (2004)
- Brasil folhas (?) ? ? Ribeiro dos Santos et al. (1966)
B. dracunculifolia DC. Brasil acrea (?) ? (5) Bauer et al. (1978)
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Brasil ? 16 (7) Motl; Trka (1983)
Brasil folhas (?) ? (5) Siqueira et al. (1986)
Brasil aérea (F) 53 (%) Queiroga et al. (1990)
Brasil aérea (?) ? 5) Weyerstahl et al. (1990)
Uruguai aérea (?) 46 (7) Loaysa et al. (1993)
Brasil aérea (F) 24/25' (5) Ferracini et al. (1995)
B. dracunculifolia DC. Bolivia aérea (F) 53 (1) Loaysa et al. (1995)
Brasil acrea (?) 100 (5) Weyerstahl et al. (1996)
Argentina ? 20 (%) Elder et al. (1997)
Brasil bmtos(;)f"lhas 14/25° (1), (5° Cassel et al. (2000)
Brasil T (i)ﬂores ? ? Budel et al. (2004)
B. erioclada DC. Brasil aérea (F) 22/26' (1), (6)! Ferracini et al. (1995)
B. flabellata Hooker et Arnott . , 6
? ? ?
var. Elabellata Argentina aérea (?) ? ? Demo et al. (2005)
B. gaudichaudiana DC. Brasil acrea (f;)ﬂores ? ? Budel et al. (2004)
B. hamilifolia L. Cuba folhas (S) 64 (1) Pino et al. (2006)
Bolivia aérea (?) 71 (12) Loaysa et al. (1993)
B. latifolia (R. & P.) Pers. Bolivia acrea (F) 101 (12) Loaysa et al. (1995)
Bolivia aérea (?) ? ? Salcedo et al. (2003)

. . . Chile acrea (?) 4 (7) Sandoval et al. (1969)
B.linearis (Ruiz et Pav.) Pers. Argentina folhas (S) 49 (7 Malizia et al. (2005 a)
B. microcephala (Less.) DC. Brasil Ol ST 16 (1) Simdes-Pires et al. (2005)

Brasil aérea (S) 23 (1) Agostini et al. (2005)
B. milleflora DC. Brasil folhas(g)ﬂores 16 (8) Simodes-Pires et al. (2005)
Brasil aérea (F) 22 (27), (6) Ferracini et al. (1995)
B. myriocephala (Less.) DC. Brasil f"lhas(g)ﬂores 14 (24) Simoes-Pires ct al. (2005)
B. myrtilloides Griseb. Argentina aérea (F) 44 (10) Zunino et al. (1998)
B. notosergila Griseb. Argentina folhas (F) 31 (13) Cobos et al. (2001)
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B. obovata Hooker et Arnott

B. oxyodonta DC.

B. platipoda DC.

B. racemosa (Ruiz et Pav.) DC.

B. retusa DC.

B. rhomboydalis Remy

B. rosmarinifolia var. subandina
(Phil.) Heer. ex Reiche

B. rufenses Spreng.

B. salicifolia (Ruiz et Pav.) Pers.

B. semiserrata
B. spartioides (Hook. et Arn.)
Remy

B. stenocephala Baker

B. tenella Hook. Et Arn.

B. tricuneata (L.f.) Pers. var.
ruiziana Cuatrecassas
B. tridentata Vahl.

B. trimera (Less.) DC.

Argentina
Brasil
Brasil

Argentina
Brasil
Chile

Argentina

Argentina
Bolivia
Argentina
Bolivia
Argentina
Argentina
Brasil

Argentina
Brasil

Brasil
Argentina

Bolivia

Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

aérea (F)
aérea (S)
aérea (F)
folhas (F)
aérea (?)
aérea (?)

aérea (S)

aérea (F)
aérea (?)
aérea (?)
aérea (F)
aérea (F)
folhas (F)
aérea (S)

aérea (?)

acrea (?)
folhas e flores

S)

folhas e flores
(F)
aérea (F)

aérea (F)

aérea (?)

aérea (?)
aérea e flores
femininas (?)

aérea (?)

?

aérea (S)’

aérea (S)

aérea (S)

65
14

17

10
18

39
23

35
30
23

(28)
(7)
(6)

(28)

?
(7
(16)

(5), (7)
(10)
(11)
(11)
(12)
(7
©6)
%
(1

(1
(6)

Q)
(6)
3)
3)
3)
(3)
3)
2
ndo-identificado

2

Malizia et al. (2005 b)
Agostini et al. (2005)
Ferracini et al. (1995)
Malizia et al. (2005 a)
Silva; Grotta (1971)
Sandoval et al. (1969)

Montes (1963)

Zunino et al. (1998)
Loaysa et al. (1993)
Zunino et al. (1997)
Loaysa et al. (1995)
Garcia et al. (2005)
Malizia et al. (2005 b)
Agostini et al. (2005)

Van Baren et al. (2002)
De Bona et al. (2002)
Simdes-Pires et al. (2005)

Biurrun et al. (2005)

Arze et al. (2004)

Ferracini et al. (1995)
Naves (1959)
Bauer et al. (1978)

Siqueira et al. (1985)

Siqueira et al. (1986)
Chialva; Doglia (1990)
De Bona et al. (2003)
Pocé (2005)
Simodes-Pires et al. (2005)
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. Brasil aérea (S)° 11 (6) Silva et al. (2006)
B. trimera (Less.) DC. Brasil aérea (S) 8’ 3) Vargas et al. (2006)
B. trinervis (Lam.) Pers. Brasil aérea (F) 28 (29) Albuquerque et al. (2004)
. Brasil aérea (?) ? (13) Frizzo et al. (2001)
B. uncinella DC. Brasil aérea (S) 17 (6) Agostini et al. (2005)
B. usterii Heering Brasil folhas(se)ﬂores 7 (6) Simoes-Pires et al. (2005)
B. vincaefolia DC. Brasil aérea (F) 24 (29) Ferracini et al. (1995)

! plantas femininas e masculinas, respectivamente; ~ plantas femininas; ° de acordo com Bailac et al. (2001); * diferentes locais de coleta no Rio Grande
do Sul; ® extragdo com fluido supercritico a 10 MPa (CO,) e hidrodestilagdo, respectivamente; ¢ extragdo do 6leo volatil para testes de atividade
antimicrobiana; 7 extracdao de oleo volatil para verificacao de rendimento em niveis de sombreamento de 0%, 30% e 70%, respectivamente; 8 plantas
crescidas em niveis de radiacdo de 20%, 50%, 60% e 100%, respectivamente; ? extragdo com fluido supercritico a 323,15 K e 343, 15 K,
respectivamente; '* principais picos; (?), 2: dados nio fornecidos nos trabalhos
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Figura 1. Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados nas espécies do género Baccharis e que apresentam atividade bioldgica.
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7. Discussao Geral

A familia Asteraceae representa cerca de 10% da flora mundial (Bremer 1994) e vem sendo
estudada nos ultimos 25 anos quanto a sua morfologia, anatomia, ontogenia, ecologia, fitoquimica,
citogenética e estrutura molecular (Hind & Beetge 1996). Diversos metabolitos secundarios tém
sido isolados em estudos fitoquimicos e atividade biologica (Verdi et al. 2005). As asteraceas sdo
capazes de sintetizar compostos de todas as classes quimicas derivadas do metabolismo secundario,
sendo mais comum a presenca de terpendides (Tang et al. 2000, Panagouleas et al. 2003) e
flavonodides (Meyer & Afolayan 1995). Outros constituintes quimicos presentes sdo as cumarinas
(Rahalison et al. 1995) e os taninos (Espirito-Santo et al. 1999).

Plantas do género Baccharis, o maior dentro da tribo Asterecae (Giuliano 2001), sdo
utilizadas tradicionalmente na medicina popular. Dentre as espécies do género, B. trimera se
destaca, nao somente por uso medicinal, mas pelo volume de estudos existentes sobre sua
composi¢ao quimica e atividade bioldgica. As classes de compostos naturais encontrados em B.
trimera sdo os diterpendides (Torres et al. 2000), flavondides (Gené et al. 1996, Borella et al.
20006), saponinas (Chicourel et al. 1998) e 6leos volateis (Naves 1959). B. trimera ¢é pouco cultivada
e ¢ alvo de préticas extrativistas pela elevada demanda no mercado de fitoterdpicos. Por esse
motivo, ¢ de interesse avaliar seu desenvolvimento e sua fitoquimica nos ecossistemas onde ocorre
espontaneamente.

Neste trabalho, foram verificadas alteracdes no rendimento de dleos volateis (tabela 2,
Capitulo 1), porém sua composi¢cdo quimica manteve-se paticamente inalterada, quando se
comparam as amostras de 6leos de plantas de B. trimera co-ocorrentes na RBEE de Mogi Guagu
(Cerrado) e RBAS de Paranapiacaba (Mata Atlantica) (figura 1, Capitulo 1). Os fatores climaticos
mais contrastantes entre essas areas, durante o periodo de coleta das plantas, foram as temperaturas
maximas, precipitagdo anual e umidade relativa do ar (tabela 1, Capitulo 1). Gottlieb et al. (1996)

reportaram que as rotas de origem dos metabolitos ativos na natureza sdo estimuladas durante
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estadios particulares de desenvolvimento do vegetal ou de fatores ambientais que interferem na
produgdo desses compostos.

Em todas as amostras de dleos volateis das plantas de B. trimera coletadas sazonalmente nas
areas de Cerrado e Mata Atlantica, o carquejol foi o componente majoritario (tabelas 3-6, Capitulo
1). Além do carquejol e seu derivado acetilado, o acetato de carquejila, os compostos a-pineno,
germacreno-D, biciclogermacreno, germacreno-B, B-cariofileno, aromadendreno e espatulenol
apresentaram dreas de pico indicaram haver mais de 10% de concentragdo dessas substancias.
Embora ndo se tenham encontrado alteragdes na qualidade dos dleos volateis entre as duas areas de
coleta, B-felandreno e terpinoleno, foram os compostos exclusivos dos 6leos volateis de plantas de
B. trimera coletadas em areas de Mata Atlantica. Para a area de Cerrado, ndo foi encontrado
nenhum composto exclusivo.

Alteracdes na composicdo do oleo volatil tém sido observadas dependendo da origem
geografica do material, o que levou a hipdtese de que poderiam deprnder de fatores ambientais
(Zoghbi et al. 1998, Douglas et al. 2004). A caracterizagdo das diversas amostras de 6leos volateis
de B. trimera apresenta variagdo quantitativa e qualitativa, de acordo com a area onde as plantas
foram coletadas (Naves 1959, Caujolle et al. 1960, Bauer et al. 1978, Siqueira et al. 1985, 1986,
Chialva & Doglia 1990, Poca 2005, Martins et al. 2005, Simdes-Pires et al. 2005, Silva et al. 2006,
Vargas et al. 2006). Este fato poderia indicar a presenca de quimiotipos em plantas de B. trimera.
Em geral, as espécies vegetais apresentam épocas especificas em que apresentam maior quantidade
de principios ativos em seus tecidos, podendo esta variagdo ocorrer tanto no periodo de um dia,
como em uma ou mais épocas do ano (Simdes & Spitzer 2004).

Diversos autores atribuiram variagdes no rendimento € na composicado quimica dos o6leos
volateis as diferengas dos parametros ecologicos, climaticos e geograficos, nomeando os
quimiotipos de acordo com os componentes majoritarios dos 6leos volateis (Flamini et al. 2003,
Castro et al. 2004b, Oliveira et al. 2005b, Rossato et al. 2006, Dob et al. 2007, Hess et al. 2007).

Alguns estudos, no entanto, reforcam a idéia de que as diferengas na composicao de oleos volateis
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de quimiotipos cultivados lado a lado, ndo constituem produto da influéncia de fatores ambientais,
mas refletem variagdo genotipica infraespecifica entre as plantas (Tavares et al. 2005, Chaves et al.
2006). Neste estudo, esse tipo de experimento nao foi realizado com plantas de B. trimera.

Entre as espécies do género Baccharis observou-se pouca variagdo na composi¢do quimica
dos oleos volateis, indicando nao haver quimiotipos (Capitulo 4). No entanto, sdo poucos os estudos
consideraram a influéncia de fatores edafoclimaticos no rendimento e na caracterizagdo quimica dos
6leos. Ainda se fazem necessarios outros estudos comparativos com as espécies do género
Baccharis para verificar a ocorréncia de quimiotipos em suas espécies. As atividades biologicas
testadas até o momento sdo baseadas principalmente nas propriedades antifingica, antibacteriana e
inseticida dos 6leos volateis (tabela 1, Capitulo 4).

Sob condi¢des semi-controladas, as amostras de 6leos volateis de estacas caulinares de B.
trimera, obtidas de plantas matrizes em areas de Cerrado e Mata Atlantica, ¢ crescidas sob
diferentes fotoperiodos (8, 12, 16 e 20 h), mostraram que os compostos sesquiterpénicos
biciclogermacreno e espatulenol foram os majoritarios em todos os fotoperiodos nas areas de coleta
(tabela 4, Capitulo 3). Condigdes artificiais e controladas de crescimento podem causar alteragdes
metabolicas nas plantas pela maior ou menor exposicao a luz e, conseqiientemente variar a sintese e
o conteudo de metabolitos secundarios. Outros fatores, como a capacidade do vaso e a quantidade
de 4gua disponivel para a planta, também podem interferir no metabolismo secundério das plantas.
Em condigdes de cultivo diferentes desse estudo, oleos volateis extraidos de orgdos aéreos de B.
trimera tiveram os compostos indano (Poca 2005) e o espatulenol (Silva et al. 2006) como
majoritarios.

Os terpenos abrangem uma grande variedade de substancias de origem vegetal e sua
importancia ecoldgica como defensivos de plantas estd bem estabelecida (Harbone 1993). Os 6leos
volateis de B. trimera, obtidos de plantas frescas de areas de Mata Atlantica no verdo, primavera e
inverno (tabela 6, Capitulo 1), apresentaram forte atividade antifungica contra Cladosporium

cladosporioides e C. sphaerospermum. Os microorganismos Sthaphylococcus aureus ¢ Candida
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albicans foram mais suscetiveis aos 6leos volateis da populagdo de plantas do Cerrado. Na presenga
dos oleos volateis, a germinagdo de sementes de alface também foi inibida, sendo mais acentuada
na concentragdo mais elevada do o6leo (tabela 8, Capitulo 1). Embora a composi¢ao quimica dos
6leos volateis de B. trimera tenha sido semelhante durante o periodo de coleta nas duas areas
(tabelas 2-5, Capitulo 1), a resposta dos diferentes organismos aos testes de atividade biologica ao
mesmo o6leo pode ser muito diverso (Nascimento et al. 2007).

As respostas das plantas aos aleloquimicos também sdo diversas e esta bem estabelecido que
os efeitos alelopaticos seriam provocados pela interagdo de compostos (Rizvi & Rizvi 1992). A
germinabilidade (tabelas 1 e 2) e a distribui¢do da germinacdo das sementes-teste no tempo (figuras
1-4), bem como o crescimento de plantulas de alface e tomate (figuras 5-8), na presenca de extratos
aquosos de B. trimera, de acordo com as condi¢des experimentais, foram alterados. No caso de B.
trimera, os flavondides ocorrem em grande quantidade e possivelmente seriam os compostos
responsaveis pela alelopatia (Soicke & Leng-Peschow 1987, Souza et al. 1991, Gené et al. 1996).
No entanto, ainda ¢ necessaria a realizagdo de uma triagem fitoquimica sazonal nos extratos
aquosos de B. trimera e testes de atividade dos compostos isolados para definir, com precisdo,
aqueles que apresentam acao alelopética.

Além dos flavonoides, outros componentes quimicos ativos de B. trimera, com potencial
alelopatico, foram avaliados quanto a sazonalidade. Chicourel et al. (1998) verificaram que o
conteudo de saponinas e flavonodides se manteve constante durante a maior parte do ano. Ja no
estudo de Borella et al. (2001, 2006), teores maiores de flavondides foram obtidos quando as
plantas foram colhidas no verdo. Silva et al. (2006) obtiveram, de plantas de B. trimera silvestres ¢
cultivadas, o maior teor de uma flavona no periodo de novembro-margo, em que a temperatura e a
pluviosidade foram mais altas e, conseqiientemente, houve maior umidade do solo, sendo, portanto,
a esta¢do umida a mais propicia para o acumulo deste metabdlito.

O comprimento relativo dos dias ou fotoperiodo ¢ outro fator ambiental que afeta o

desenvolvimento das plantas e estd diretamente ligado as variagcdes sazonais do ambiente. Estacas
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de B. trimera provenientes de regides de Cerrado responderam ao aumento do fotoperiodo (figura 2,
Capitulo 3) e delas foram obtidas quantidades maiores de massa seca. O aumento da massa seca de
plantas sob condi¢des de dias longos € uma resposta extremamente comum (Hay 1990). No entanto,
estacas originarias da regido de Mata Atlantica foram indiferentes aos tratamentos fotoperiddicos
(figura 2, capitulo 3) e cresceram menos em relagdo as estacas de areas de Cerrado. Na RBAS de
Paranapiacaba, de onde as estacas foram retiradas, as plantas estdo expostas continuamente a
periodos de intensa neblina, o que poderia limitar a captagdo da luz pelas plantas. Adams &
Langton (2005) comentaram que em condigdes de irradiancia atenuada, as plantas, geralmente, t€ém
diminuida sua capacidade fotossintética, o que refletiria no seu ritmo de crescimento.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que os 6leos volateis
produzidos por plantas de B. trimera apresentam caracterizagdo quimica semelhante nas duas areas
de amostragem, Cerrado ¢ Mata Atlantica, no Estado de Sao Paulo. No entanto, os 6leos volateis
podem variar quanto ao seu rendimento, possivelmente em funcdo de variagdes sazonais do
ambiente, incluindo o fotoperiodo, precipitagdo e o tipo do material vegetal (fresco ou seco)
utilizado nas extragdes. A atividade bioldgica dos 6leos volateis incluindo a alelopatica, também
esta sujeita as alteragdes climaticas. Essas caracteristicas permitem que plantas de B. trimera
tenham sucesso na ocupacdo de varios habitats, seja pela volatilizagdo de suas esséncias e pela
liberagdo de outros compostos do metabolismo secunddrio no solo, que irdo interferir nas

interrelagdes com outras plantas € microorganismos.
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8. Conclusoes

1. As coletas sazonais permitiram observar que o rendimento dos 6leos volateis de plantas frescas e
secas de B. trimera, coletadas tanto em areas do Cerrado como da Mata Atlantica, foi maior quando
houve diminui¢do da temperatura e da precipitagdo. Assim, outono e inverno sio as épocas do ano
em que ha maior producdo desses compostos.

2. O rendimento dos 6leos volateis extraidos do material vegetal seco de B. trimera sempre foi
superior ao obtido com material fresco. Entre os anos de coleta, os maiores rendimentos de 6leo
volatil foram obtidos em 2006, o que mostra haver variagdes de producdo dos o6leos volateis,
independentes dos fatores considerados.

3. A composi¢do quimica de Oleos volateis de B. trimera coletadas sazonalmente em areas de
Cerrado ¢ Mata Atlantica manteve-se praticamente inalterada. O carquejol foi o componente
majoritario em todas as amostras. OQutros componentes ocorreram em concentragdes maiores que
10%: acetato de carquejila, a-pineno, germacreno-D, biciclogermacreno, germacreno-B, f3-
cariofileno, aromadendreno e espatulenol.

4. Os hidrocarbonetos monoterpénicos [-felandreno e terpinoleno foram compostos exclusivos dos
6leos volateis de plantas de B. trimera coletadas em areas de Mata Atlantica. Para o Cerrado, ndo
foi encontrado nenhum composto exclusivo.

5. Os 6leos volateis extraidos de material fresco de plantas coletadas na Mata Atlantica, no verao,
primavera e inverno apresentaram forte atividade contra Cladosporium sphaerospermum ¢ C.
cladosporioides. No entanto, as amostras de 0leos volateis de plantas secas das duas areas de coleta,
ndo apresentaram essa atividade.

6. A atividade biologica dos o6leos volateis variou, em plantas coletadas em todas as estacdes do
ano, dependendo da area de coleta e tipo do material utilizado nas extragdes (fresco ou seco).
Staphylococcus aureus e Candida albicans foram os microorganismos mais suscetiveis; a inibigdo

da germinagao de sementes de alface foi dose-dependente.
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7. Foi demonstrado o efeito inibidor dos extratos aquosos de B. trimera na germinagao de sementes
e no crescimento inicial de espécies-teste. As sementes de tomate foram mais sensiveis a esses
efeitos alelopaticos do que as de alface.

8. As estacas de plantas de B. trimera coletadas em Cerrado foram sensiveis aos tratamentos
fotoperiddicos: o numero de brotagdes laterais foi maior sob fotoperiodos de 12 h e 20 h e as estacas
nos fotoperiodos de 12 h, 16 h e 20 h tiveram maiores valores de massa seca.

9. Houve predominancia de compostos sesquiterpénicos nos 6leos volateis obtidos das estacas de B.
trimera, em todos os fotoperiodos aplicados. Biciclogermacreno ¢ espatulenol foram os
componentes majoritarios. Nessas condigdes de crescimento, nas amostras de o6leos volateis de
estacas do Cerrado, 1-epi-cubenol foi encontrado apenas nas plantas mantidas nos fotoperiodos de 8

h e nas plantas de Mata Atlantica, 5-cadineno ocorreu apenas em fotoperiodos de 8 h, 12 h e 16 h.
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9. Resumo

Baccharis trimera (Less.) DC., conhecida popularmente como carqueja, ¢ amplamente utilizadas no
Brasil, em medicina popular, para o tratamento de varias doengas. E uma espécie que ocorre
espontaneamente em regides de Cerrado e Mata Atlantica do estado de Sdo Paulo. O objetivo deste
estudo foi comparar duas populagdes de B. trimera, uma proveniente de area de Cerrado, na RBEE
de Mogi Guagu e outra de Mata Atlantica, na RBAS de Paranapiacaba, ambas no estado de Sao
Paulo, no que se refere as suas respostas de crescimento em condi¢des ambientais semi-controladas,
sazonalidade da sua atividade bioldgica e composicdo de Oleos volateis. Orgdos aéreos de B.
trimera foram coletados no meio de cada estagdo, por dois anos consecutivos. O material vegetal
fresco e seco foi submetido a extragdo por hidrodestilagdo (3 h) e a composicao quimica dos 6leos
volateis foi analisada por CG e CG/MS. Placas de TLC com amostras dos 6leos volateis foram
nebulizadas com suspensdo de esporos de Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides. A
atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de diluigdo em microplacas frente a Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ¢ Candida albicans. O potencial alelopatico
do 6leo foi testado na germinag¢do de sementes de alface. O material fresco e seco, obtido da
hidrodestilacdo, foi filtrado, diluido para 50%, 25% e 12,5% com agua destilada e usado como
substrato para a germinagdo e o crescimento de sementes de alface e tomate. Para verificar o efeito
do fotoperiodo no crescimento de B. trimera, estacas caulinares foram mantidas sob 8, 12, 16 e 20 h
de luz por 120 dias, seguindo-se a extragdo dos oleos volateis, apds 120 dias. A producdo e a
atividade dos dleos volateis das duas populacdes analisadas estdo sujeitas as alteragdes climaticas e
podem causar variagdes nas atividades bioldgicas testadas. Os monoterpenos oxigenados e
sesquiterpenos hidrocarbonetos foram obtidos em maior quantidade nas amostras de 6leos volateis.
Extratos de plantas frescas e secas nas concentragdes de 100% e 50% coletadas na primavera e no
verdo, no Cerrado e Mata Atlantica foram mais eficazes em inibir a germinagdo de sementes € o

crescimento inicial de 6rgdos aéreos e das raizes de alface e tomate. Sementes e plantulas de tomate
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foram mais sensiveis aos extratos das plantas de B. trimera. Estacas provenientes da regido de
Cerrado responderam ao aumento do fotoperiodo e apresentaram maior rendimento nas extragdes de
6leos volateis. Estacas coletadas em area de Mata Atlantica foram indiferentes ao fotoperiodo e os
teores de Oleos volateis, aparentemente, mantiveram-se constantes. Qualitativamente, houve
predominancia de compostos sesquiterpénicos nas amostras de oleos volateis de estacas crescidas
nos fotoperiodos e os compostos biciclogermacreno e espatulenol, foram majoritarios nos 6leos
volateis das estacas das plantas das areas de Cerrado e Mata Atlantica. Essas caracteristicas
permitiriam as plantas de B. trimera sucesso na ocupagdo de novos habitats, seja pela volatilizagdo
de suas esséncias e liberagdo de outros compostos do metaboismo secundario no solo, além de

atuarem como compostos de defesa contra microorganismos patogénicos.
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10. Abstract

Baccharis trimera (Less.) DC. is known as “carqueja” and is wildely used in Brazil in folk medicine
due to its effects on several diseases. The species occurs naturally in areas of Cerrado and Atlantic
Forest in the state of Sdo Paulo. The aim of this study was to compare two populations of B.
trimera: from the Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogi Guacu (in Cerrado area) and
the Reserva Biologica do Alto da Serra de Paranapiacaba (in Atlantic Forest area), both in the state
of Sao Paulo. Growth responses under semi-controlled environmental conditions, seasonality of the
biological activities and composition of the volatile oils were compared. Aerial organs were
collected in the middle of each season during two consecutive years. Fresh and dry plant materials
were submitted to hydrodistillation during 3 h and the chemical composition of the volatile oils was
analyzed by GC and GC/MS. A spore suspension of Cladosporium sphaerospermum and C.
cladosporioides was sprayed over TLC plates containing samples of the volatile oils. The
antimicrobial activity was evaluated by the dilution method against Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus and Candida albicans. The allelopathic potential of the volatile
oils was tested in the germination of lettuce seeds. The extracts obtained from dry and fresh plant
materials during the hydrodistillation were filtered and diluted to 50%, 25% and 12.5% with
distilled water and used as substrate for seed germination and seedling growth of lettuce and
tomato, distilled water used as control. The effect of photoperiod on growth was observed in
cuttings cultivated under 8 h, 12 h, 16 h and 20 h photoperiods. The volatile oils were extracted
from these plants after 120 days of cultivation. The activities and yield of volatile oils extracted
from plants of the two populations of B. trimera seem to be dependent of climatic alterations and
may, therefore, show variations in their biological activity. Oxygenated monoterpenes and
hydrocarbonated sesquiterpenes were obtained in major quantities from the volatile oils samples.
Fresh and dry plant extracts in the concentrations of 50 % and 100 %, obtained from plants

collected of both areas, during spring and summer, were more effective in inhibiting seed
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germination and early plant growth (aerial organs and roots) of lettuce and tomato. Tomato was
more sensitive than lettuce to the plant extracts tested. Cuttings from the Cerrado area showed
increasing growth and higher yield in volatile oils in the longer photoperiods. In the contrary,
cuttings from the Atlantic Forest area were indifferent to photoperiod and their contents of volatile
oils were apparently constant in all treatments. Sesquiterpene compounds were predominant in all
samples and biciclogermacrene and spathulenol were the major compounds of the volatile oils of
the plant cuttings from the Cerrado and Atlantic Forest areas. All these characteristics allow plants
of Baccharis trimera to occupy new habitats due to the volatilization of essences and the liberation
of other compounds of the secondary metabolism to the soil. It may be also considered that some of

these compounds are active against pathogenic microorganisms.



