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RESUMO

EFEITO ANTIPROLIFERATIVO, GERMINA(;AO DE SEMENTES E DIVERSIDADE
GENETICA DE Hesperozygis ringens (BENTH.) EPLING (LAMIACEAE)

AUTOR: Leandro Gongalves Leite
ORIENTADORA: Liliana Essi
COORIENTADORA: Ana Cristina Mazzocato

Hesperozygis ringens € uma espécie pertencente a Lamiaceae. Esta planta arbustiva
€ endémica do Rio Grande do Sul e esta localizada em é&reas restritas de poucos
municipios gauchos. Popularmente conhecida como “espanta-pulga”, possui efeitos
antiparasitarios, anestésicos e alelopaticos em virtude dos compostos quimicos dos
Oleos essenciais. Atualmente a espécie se encontra ameacada de extingdo e poucos
sao os estudos relacionados a sua conservacao. Trabalhos realizados sobre os efeitos
biolégicos a torna uma planta promissora na elaboracdo produtos naturais para
controle de parasitas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar geneticamente e
fisiologicamente Hesperozygis ringens como contribuicdo a conservacdo da espécie.
Foram coletadas amostras dos municipios de Santa Maria, Cacapava do Sul, S&o
Francisco de Assis e Sdo Pedro do Sul. O teste Allium cepa foi utilizado para
verificacdo da genotoxicidade de H. ringens. A diversidade genética foi analisada
através de marcadores moleculares ISSR. As analises estatisticas foram realizadas
nos softwares Sisvar, GenAlEx, Structure e PowerMarker. Os resultados apontaram
gue os extratos aquosos de H. ringens tém efeito antiproliferativo e ndo genotéxico
sobre as raizes de Allium cepa. As populacdes apresentaram baixos indices de
diversidade genética, porém configuram populacdes bem estruturadas
geneticamente. As sementes de H. ringens obtiveram maiores taxas de germinacao
na presenca de luz e na temperatura de 15 °C. S&o fundamentais, a busca de
melhores estratégias de reproducéo e a elaboracédo de planos de conservacdo da
espécie e dos habitats.

Palavras-chave: Conservacéo. Espécie Ameacada. Bioma Pampa. Oleos Essenciais.
Genotoxicidade.



ABSTRACT

ANTIPROLIFERATIVE EFFECT, SEED GERMINATION AND GENETIC
DIVERSITY OF Hesperozygis ringens (BENTH.) EPLING (LAMIACEAE)

AUTHOR: Leandro Gongalves Leite
ADVISOR: Liliana Essi
CO-ADVISOR: Ana Cristina Mazzocato

Hesperozygis ringens is a species belonging to Lamiaceae. This shrub plant is
endemic to the Rio Grande do Sul and is located in restricted areas of a few
municipalities in the Rio Grande do Sul. Popularly known as "espanta-pulga”, it has
antiparasitic, anesthetic and allelopathic effects due to the chemical compounds of
essential oils. Currently, the species is threatened with extinction and there are few
studies related to its conservation. Studies carried out on the biological effects make a
plant promising in elaborating natural products for parasite control. This work aimed to
genetically and physiologically characterize Hesperozygis ringens to contribute to the
conservation of the species. Samples were collected from the municipalities of Santa
Maria, Cacapava do Sul, Sado Francisco de Assis and S&o Pedro do Sul. The Allium
cepa test was used to verify the genotoxicity of H. ringens. The genetic diversity was
analyzed using ISSR molecular markers. The statistical analyzes were performed
using Sisvar, GenAlEx Structure and PowerMarker softwares. The results showed that
the aqueous extracts of H. ringens has an antiproliferative and non-genotoxic effect on
Allium cepa roots. The population presented lower genetic diversity indexes, however,
they configure genetically well-structured groups. The seeds of H. ringens had higher
germination rates in the presence of light and at a temperature of 15 °C. The search
for better reproduction strategies and the preparation of conservation plans for the
species and habitats are fundamental.

Keywords: Conservation. Endangered Species. Pampa Biome. Essential Oils.
Genotoxicity.
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INTRODUCAO

O Brasil é considerado um pais com ampla biodiversidade. Somente no
territério brasileiro estima-se uma biota entre 170 e 210 mil espécies, correspondendo
em torno de 13% da riqueza mundial (LEWINSOHN; PRADO, 2005). As plantas
compdem um dos grupos mais bem estudados no Brasil, com ocorréncia de
aproximadamente 35 mil espécies, dessas, em torno de 20 mil (55%) sdo endémicas.
As angiospermas comp8em a maior riqueza abrigando 32.086 espécies. As britfitas
contam com 1.524 espécies, samambaias e licofitas com 1.253 espécies e as
gimnospermas com 23 espécies (COSTA; PERALTA, 2015; PRADO et al., 2015;
ZAPPI et al., 2015).

A ciéncia da biodiversidade inclui a descricdo de novas espécies, suas
interacdbes com outras espécies e/ou com o ambiente, estudos dos processos
ecologicos e evolutivos, com enfoque nos servicos ambientais, valor cultural e
socioecondmico da biodiversidade. Estudos nessa area também buscam mecanismos
e estratégias para uso sustentavel e conservacao das espécies (JOLY et al., 2011).

Com o avanco das pesquisas e das novas descobertas, existe a grande
preocupacdo com as extincbes de espécies causadas pelo ser humano. Hoje,
centenas de milhares de espécies extintas podem ser conhecidas a partir dos registros
fésseis. Porém, estimativas indicam que a extincdo de espécies resultante de acdes
antrépicas é de 100 a 1.000 vezes maior em compara¢do com a natural, ja tendo
causado a perda (impercebivel) de milhares delas (BARNOSKY et al., 2011).

Nas décadas recentes, a cada ano sao descritas 200 espécies novas para a
flora brasileira, o que demonstra que o grupo estd em constante atualizacao.
Oficialmente sdo reconhecidas 2.113 espécies vegetais ameacadas de extincdo no
Brasil. No entanto, nesses dados n&do estdo incluidos indicadores de perda de
diversidade genética em nivel de populacfes e desconsidera as varias espécies que
entram em extingdo e nem sequer foram descritas (STEHMANN; SOBRAL, 2017).

Um dos ramos no estudo da biodiversidade compreende a sistematica que
tradicionalmente se baseava em caracteres morfologicos. Nas décadas recentes, com
0 avanco da tecnologia, passou-se a utilizar as ferramentas em nivel molecular para
estudos filogenéticos (JOLY et al., 2011).
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A vasta riqueza de espécies proporciona a pesquisa cientifica e tecnoldgica de
produtos naturais. Essa area multidisciplinar que envolve quimicos, bidlogos e
farmacologistas, busca metabdlitos e substancias com potencial para o
desenvolvimento de protétipos de cosméticos, farmacos, agroquimicos e suplementos
alimentares (STEHMANN; SOBRAL, 2017).

Neste estudo € apresentada Hesperozygis ringens (Benth.) Epling
(Lamiaceae), espécie que vem sendo estudada em diferentes areas de pesquisa em
virtude da acao dos 6leos essenciais que possui. Os trabalhos realizados sobre os
efeitos biolégicos tornaram esta planta promissora na elaboracao de produtos naturais
podendo substituindo os produtos sintéticos no controle de parasitas. Porém esta
espécie se encontra ameacada de extingcado e poucos sao os estudos relacionados a

sua COI’]SGI’V&(}@.O.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Caracterizar geneticamente e fisiologicamente Hesperozygis ringens como

contribuicdo a conservacao da espécie.

Objetivos Especificos

- Apresentar uma revisao de literatura sobre H. ringens com as suas caracteristicas e
potencialidades do 6leo essencial.

- Avaliar a germinagdo de sementes de H. ringens em diferentes condi¢cdes de
temperatura e luminosidade;

- Avaliar os efeitos citotdéxicos e genotoxicos das infusdes de H. ringens;

- Analisar a estrutura e a diversidade genética entre e dentro das populacdes de H.

ringens.

A dissertacdo esta constituida de uma revisao de literatura, seguida por quatro
capitulos que correspondem a um artigo completo. Todos 0s artigos, inclusive aqueles
ja submetidos as revistas cientificas, estdo aqui apresentados nas normas MDT. Ao

final, estdo inseridas uma discusséao geral e a conclusao do trabalho.



12

REVISAO DE LITERATURA

LAMIACEAE

Lamiaceae (Labiatae) apresenta 236 géneros e 7170 espécies distribuidas pelo
mundo (GIULIETTI et al., 2005). No Brasil, ela é representada por 45 géneros (3
endémicos) e 527 espécies (346 endémicas) (ANTAR et al.,, 2021). Estudos
taxondmicos recentes apontaram esses numeros estdo aumentando, como a incluséao
de duas novas subfamilias em Lamiaceae transferidas de Verbenaceae:
Callicarpoideae e Tectonoideae (LI; OLMSTEAD, 2017).

A grande diversidade é representada por ervas, arbustos e arvores. A familia é
bastante conhecida pela presenca de compostos da classe dos terpenoides ou
terpenos, conhecidos como 6leos essenciais. Esses produtos secundarios ou naturais
sintetizados pelas plantas, estdo relacionados com a interagdo com outros
organismos: na atracdo de polinizadores, na defesa contra herbivoros e patégenos,
na simbiose com microrganismos e na competicdo com outras plantas (VIZZOTTO;
KROLOW; WEBER, 2010).

As propriedades desses compostos também tém sido de interesse humano,
sendo utilizados como matéria-prima para produtos da indastria alimenticia,
farmacéutica, cosmética e perfumaria (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993). Entre as
espécies mais conhecidas pela populacdo estdo aquelas cujas folhas sao utilizadas
na preparacao de chas: hortelda (Mentha sp. L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
boldo (Plectranthus barbatus Andrews), a melissa (Melissa officinalis L.) e etc.; e
outras como temperos: orégano (Origanum vulgare L.), poejo (Cunila microcephala
Benth.), manjericdo (Ocimum basilicum L.) e etc. (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006).

Nas lamiaceas, alguns 6leos essenciais atuam como agentes antioxidantes no
combate aos radicais livres, os quais séo ingeridos pelo consumo de alimentos ou
bebidas que os contenham. Outros, possuem atividades bactericida, fungicida e
inseticida (LIMA; CARDOSO, 2007), atuando como um agente natural com potencial
para substituir o uso de agrotéxicos sintéticos, minimizando os efeitos danosos destes
produtos ao ambiente e a saude humana (SPADOTTO, 2006).

Uma das espécies que possui este potencial € Hesperozygis ringens, na qual
através deste estudo pretende-se, atraveés do bioindicador Allium cepa, detectar ou

nao efeitos genotoxicos e citotdxicos.
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TESTE Allium cepa

O uso de bioindicadores tem sido proposto como um meétodo confiavel para
detectar distirbios ambientais causados por uma ampla quantidade e variedade de
poluentes langados no ambiente. S&o utilizadas como bioindicadores, diversas
espécies de microrganismos, fungos, animais e plantas (GONZALEZ-ZUARTH et al.,
2014).

Os bioensaios com Allium cepa possibiltam a verificacdo da possivel
genotoxicidade de diversos tipos de agentes fisicos, quimicos e biol6gicos
(FISKESJO, 1985). O Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) valida
0s ensaios de aberracdo cromossOmica em raizes de A. cepa, como um teste eficiente
para monitoramento in situ de genotoxicidade de poluentes ambientais (CABRERA;
RODRIGUEZ, 1999).

O teste de A. cepa pode ser utilizado, por exemplo, em acidentes de vazamento
de petréleo, em que permite o avaliar efeito dos hidrocarbonetos de petréleo sobre os
seres Vivos expostos a essas areas atingidas, assim como aquelas que passaram por
medidas de retengao e limpeza (LEME; MARIN-MORALES, 2007).

Além de avaliar os impactos no ambiente, o teste A. cepa também avalia os
efeitos de substancias citotoxicas e genotoxicas de extratos de plantas medicinais e
produtos naturais. Plantas usualmente utilizadas como chas para o tratamento de
doencas podem conter substancias que causam danos a saude e o teste avalia o
efeito das infusdes sobre as raizes de A. cepa (BAGATINI; SILVA; TESDESCO, 2007).
Trabalhos desenvolvidos com arnica (Solidago microglossa DC.), camomila
(Matricaria recutita L.), carqueja (Baccharis trimera (Less.) DC.) e malva-santa
(Plectranthus barbatus Andrews) por exemplo, sem excec¢des apresentam pelo menos
um efeito danoso as células (BAGATINI et al., 2009; BEZERRA,; OLIVEIRA, 2016;
PINHO et al., 2010; VIEIRA et al., 2009).

Produtos naturais na area de cosméticos também sdo avaliados quanto ao uso
e as substancias presentes nesses 6leos. Estudos realizados com a babosa (Aloe
vera (L.) Burm. f.), em especial seu gel que possui grande eficiéncia em acelerar a
regeneracao de células da pele, puderam apontar através de seus resultados que a
aplicacdo em doses usuais nédo apresenta efeitos mutagénicos (STURBELLE et al.,
2010).
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Em estudos com propolis, destacam-se os seus efeitos antagbnicos em que no
teste A. cepa, constatou-se a possivel acdo antimutagénica (DA SILVA; BOSSO;
CARDOSO, 2015). A prépolis possui propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias
e antioxidantes, podendo ser utilizada na elaboracao de cremes, xampus, doces, entre
outros (PARK et al., 1998).

Com relacdo a Hesperozygis ringens, sdo encontrados estudos do grande
potencial da espécie para fabricacédo de produtos a base do 6leo essencial. Porém ha
uma caréncia de informacGes sobre possiveis efeitos toxicos ou outros efeitos
danosos, bem como a precariedade de informacgdes existentes sobre as populagdes
conhecidas. Uma espécie com alto potencial de uso farmacéutico ou veterinario
precisa ter a dinamica reprodutiva compreendida, para que as populacdes possam ser
conservadas, e a espécie possa ser eventualmente propagada para utilizacdo, sem
risco de desaparecimento. Até o momento, apenas um estudo populacional foi
realizado com a espécie e este ndo abrangeu toda a sua distribuicdo, que ocorre em
cinco municipios (FRACARO; ECHEVERRIGARAY, 2006). Para o estudo de genética
de populacdes, marcadores moleculares sdo ferramentas que proporcionam grande

riqueza de informagdes.

MARCADORES MOLECULARES

Os marcadores moleculares consistem em fragmentos de DNA obtidos por
técnicas da biotecnologia que servem como ferramenta para diversos estudos
genéticos, principalmente na variabilidade entre diferentes individuos com base no
polimorfismo encontrado nas sequéncias de DNA (HOFFMANN, BARROSO, 2006;
NADEEM et al., 2018). Os marcadores moleculares sdo muito bem valorizados em
pesquisas da area da genética pela sua capacidade de distinguir genétipos
(GROVER; SHARMA, 2016).

As primeiras moléculas a serem utilizadas como marcadores foram metabdlitos
secundarios. Porém, a disponibilidade limitada, a instabilidade e outros fatores
restringiram seu uso. Posteriormente, os marcadores enzimaticos, isoenzimas e
aloenzimas, ganharam espaco por um breve periodo até a disponibilidade de
marcadores de DNA. Estes ultimos, se tornaram uma importante ferramenta, devido

a estabilidade, ao custo-efetividade e a facilidade de uso. Essas vantagens
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possibilitaram diversas aplica¢des, incluindo o mapeamento do genoma (GROVER,;
SHARMA, 2016).

Os marcadores moleculares auxiliam na caracterizacdo genética de diversas
espécies e as relacdes taxondémicas e evolutivas, fornecendo informacdes importantes
para identificar &reas prioritarias em programas de preservacao e para a compreensao
da diversidade genética de espécies que estdo em ameaca de extingdo. Além disso,
podem servir de auxilio no controle da endogamia e, consequentemente, na
sustentabilidade dos recursos genéticos (ROSA; PAIVA, 2009; SOUZA, 2015).

As relagdes entre organismos ou genes, na filogenia molecular, séo
investigadas através da comparacdo entre homélogos de sequéncias de DNA ou
proteinas. A abordagem filogenética classica estd baseada nas caracteristicas
morfolégicas de um organismo, diferentemente da abordagem molecular, que
depende das sequéncias de nucleotideos (RNA e DNA) e das sequéncias de
aminoacidos de uma proteina que sao obtidas através de técnicas modernas. Através
da comparacdo de moléculas homologas de diferentes organismos, pode-se
estabelecer um grau de similaridade, revelando uma relacédo de hierarquia em uma
arvore filogenética (PATWARDHAN; RAY; ROY, 2014). Nos diferentes aspectos da
evolugdo dos genomas, os marcadores moleculares podem identificar espécies,
diferenciar racas ou subespécies, identificar linhagens maternas e paternas, inferir a
origem e variabilidade genética intra e interpopulacional de espécies (ROSA; PAIVA,
2009).

A utilidade e resolucdo dos marcadores de DNA foram aprimoradas
consideravelmente com o avanco das técnicas de hibridizacdo de acidos nucleicos,
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e, posteriormente, sequenciamento de DNA
(GROVER; SHARMA, 2016). Nas ultimas décadas, varias técnicas de marcadores
moleculares foram desenvolvidas e exploradas mundialmente em diferentes sistemas.
Porém, apenas algumas destas técnicas receberam aceitacdo em nivel global, dentre
elas: RFLPs, RAPDs, AFLPs, ISSRs, SSRs e SNPs (GROVER; SHARMA, 2016;
NADEEM et al., 2018).

No presente estudo serdo utilizados os marcadores moleculares ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat). Esses foram desenvolvidos de tal maneira que nenhum
conhecimento prévio do genoma da espécie é necessario. Primers baseados em uma
sequéncia de repeticdo podem ser produzidos com uma ancora 3' degenerada. A
reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) resultante amplifica uma sequéncia
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entre dois SSRs (Simple Sequence Repeat), produzindo um sistema de marcadores
multiloculares atil para impressao digital (fingerprinting), analise de diversidade e
mapeamento de genomas. Em uma reacao tipica ha a producédo de 20 a 100 bandas
por amostra, dependendo do primer e da espécie (GODWIN; AITKEN; SMITH, 1997).

Os marcadores moleculares ISSR sao altamente polimérficos em comparagéo
a RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), sendo bastante utilizados em estudos sobre filogenia, biologia
evolutiva diversidade genética, marcacdo de genes, mapeamento de genoma
(REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002).

Nesse contexto, marcadores moleculares como os ISSR podem ser Uteis para
a compreensdo da dinamica de populacbes naturais de espécies ameacadas de
extincdo. Este foi o marcador utilizado para buscar compreender a diversidade

genética das populacdes de Hesperozygis ringens e de seus individuos.
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CAPITULO 1: Hesperozygis ringens (BENTH.) EPLING (LAMIACEAE): UMA
REVISAO

Leandro Goncalves Leite, Mariana Marques Wolf, Ana Cristina Mazzocato,

Liliana Essi

RESUMO

Hesperozygis ringens € uma espécie nativa e endémica do Rio Grande do Sul
pertencente a Lamiaceae. Essa planta arbustiva esta distribuida em cinco municipios
gauchos e encontrada em regifes restritas proximo a locais arenosos e pedregosos.
O forte odor caracteristico da espécie € proporcionado pelo 6leo essencial, mais
especificamente a pulegona como o principal constituinte. Este trabalho propés, por
meio de uma reviséo, apresentar o potencial de H. ringens em diversas linhas de acao
pelas propriedades dos 0leos essenciais assim como a sua composicdo quimica.
Estudos realizados mostraram a acdo antiparasitaria e alelopatica em algumas
espécies de pragas, parasitas e plantas daninhas, o que a favorece como alternativa
na producdo de antiparasitarios e herbicidas naturais. Outras propriedades se
destacam na atividade anestésica e bactericida para o controle de microrganismos
parasitas de peixes, aspectos de grande interesse na piscicultura. Mais recentemente,
foi detectado a presenca do acido rosmarinico, responsavel pelas propriedades
medicinais. Com todos os estudos que estdo sendo desenvolvidos, H. ringens torna-
se uma espécie promissora, porém atualmente essa espécie se encontra ameacada
de extincdo. Como forma de propagacdo, a estaquia pode ser uma alternativa de
reproducao.

Palavras-chave: Espécie Ameacada. Antiparasitario. Alelopatia. Produtos Naturais.
Labiatae.
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INTRODUGCAO

A familia Lamiaceae (Labiatae) apresenta 236 géneros e 7170 espécies
distribuidas pelo mundo (GIULIETTI et al., 2005). No Brasil, ela é representada por 70
géneros (7 endémicos) e 589 espécies (356 endémicas) (ANTAR et al, 2021). O
género Hesperozygis Epling esta distribuido pelo sudeste e sul do pais com sete
espécies descritas: H. dimidiata Epling & Math., H. kleinii Epling & Jativa, H. myrtoides
(A. St.-Hil. ex Benth.) Epling, H. nitida (Benth.) Epling, H. rhododon Epling, H. ringens
(Benth.) Epling e H. spathulata Epling (ANTAR; OLIVEIRA, 2021). A espécie
Hesperozygis ringens (Benth.) Epling, nativa do Rio Grande do Sul, € uma planta
arbustiva, aromatica, popularmente conhecida como “espanta-pulga”, distribuida em
locais restritos nos campos rochosos e arenosos da regido central e oeste do estado.
Foram encontradas popula¢cdes nos municipios de Alegrete, Sdo Francisco de Assis,
Cacapava do Sul e Santa Maria (DE FREITAS et al, 2010; FRACARO;
ECHEVERRIGARAY, 2006; SCHAEFER; ESSI, 2017) (Figura 1.1).

Figura 1.1 — Mapa de distribuicdo de Hesperozygis ringens. Os pontos de coleta marcados estdo de
acordo com os registros do SpeciesLink.
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| 0 § 00 200
L Rio Grande do Sul L1 .O I 1| PR R S|

Fonte: Mapa construido no software Qgis.

As regides do sudoeste do Rio Grande do Sul, como Séo Francisco de Assis e

Alegrete, vém passando por transformacdes devido ao processo de arenizagao, que
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ocorre naturalmente principalmente em consequéncia dos ventos e da precipitacao,
causando a movimentagao do solo, retirada da cobertura vegetal e soterramentos. A
paisagem também é afetada pela fragilidade do ecossistema pelas atividades
agropecuarias que ocorrem de modo indiscriminado (ROVEDDER et al., 2005). Por
conta desses fatores, plantas endémicas das localidades entram em situacao de risco,
incluindo H. ringens que se encontra na Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora
Ameacadas de Extin¢do (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2014).

Para a compreensdo da situacdo da espécie em relacdo a variabilidade
genética das suas populacdes, estudos com populagdes de Alegrete, Sdo Francisco
de Assis e Cacapava do Sul mostraram que as populacdes estdo bem estruturadas,
com pouca variabilidade intraespecifica, porém entre as populacdes séao
significativamente distintas. O que presumem os fenbmenos de deriva genética e
endogamia (FRACARO; ECHEVERRIGARAY, 2006).

Além de conhecer a situagdo em que espécies ameacadas se encontram
também é necesséria a busca por metodologias que deem suporte na reproducéo e
propagacao dos individuos. A propagacao por meio da estaquia foi verificada em H.
ringens com: estacas apicais e ndo apicais; material oriundo de casas de vegetacao
e do campo; e de dois tipos de substratos com cascas de arroz. Os resultados
mostraram ser um método vidvel com alta taxa de enraizamento, principalmente
naquelas desenvolvidas em casas de vegetacao, o que contribui para a producéo e o
estabelecimento das plantas em viveiros (SIQUEIRA et al., 2020).

Com relacdo as caracteristicas estruturais, H. ringens apresenta flores com
morfologia tipica das lamiaceas: bilabiadas, zigomorfas, diclamideas e pentameras.
Apresenta folhas opostas, forma: ovada, consisténcia: membranacea, indumento:
pilosa a tomentosa, bases e apices: agudos, margem: inteira/crenulada, tamanho:
variando 1,5 a 2,2 cm de comprimento e 0,7 a 2,2 cm de largura (ANTAR; OLIVEIRA,
2021; VIANA et al., 2018) (Figura 1.2).
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Figura 1.2 — Hesperozygis ringens. (A) Planta préxima as rochas em Cacapava do Sul; (B) abertura
das flores de uma planta em S&o Pedro do Sul.

Fonte: Leite L.G. e Essi L.

Quanto a caracteristicas anatbmicas dos 6rgdos vegetativos, ha a presenca de
tricomas glandulares e ndo glandulares nas folhas e caules. As folhas apresentam
duas formas de estdmatos dialelociticos acima da epiderme e a presenca de lipidios
nas paredes celulares da endoderme. Espacos intercelulares sdo encontrados no
caule e idioblastos fendlicos sdo encontrados nas raizes. Em todos os 6rgaos
vegetativos estdo espalhados uma grande quantidade de cristais (PINHEIRO;
OLIVEIRA; HEINZMANN, 2018).

O objetivo deste trabalho foi apresentar uma revisdo sobre Hesperozygis
ringens, incluindo as caracteristicas externas e internas da planta, habitat, a

composicdo quimica do 6leo essencial e as suas propriedades.

MATERIAL E METODOS

Esta reviséo foi realizada por meio de uma pesquisa nas seguintes bases de
dados: Periddicos Capes, Scielo, Google Scholar e Pubmed. Foram utilizados artigos
publicados em revistas cientificas, uma dissertacédo e dados de enderecos eletrénicos
da Flora do Brasil 2020 e do Ministério do Meio Ambiente. Como base deste artigo,
iniciou-se a busca por “Hesperozygis ringens” em qualquer data. Todos os trabalhos
encontrados neste primeiro levantamento foram inseridos no trabalho. A partir deste

ponto, novas buscas por termos afins foram realizadas: “Hesperozygis”, “Lamiaceae”,
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“Oleos essenciais”, “Pulegona” e “Produtos naturais”. De acordo com as informagdes
obtidas, a apresentacéo deste artigo ficou dividida em quatro se¢des, a primeira sobre
a composicdo quimica do Oleo essencial e as demais sobre as suas propriedades

antiparasitarias, alelopaticas e anestésicas.

COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL

Vérias espécies inseridas na familia Lamiaceae sdo bastante conhecidas por
serem plantas aromaéticas, especialmente pelos compostos quimicos nelas contidos
que sdo de interesse humano. Essas substancias hidrofébicas volateis com
caracteristicas proprias constituem os 0leos essenciais, metabdlitos secundarios
sintetizados pela prépria planta. Os 6leos essenciais podem ser extraidos de varias
partes do corpo do vegetal e as suas propriedades variam de acordo com o tipo, a
quantidade e a interacao entre os compostos que os formam (CRAVEIRO; QUEIROZ,
1993; LUBBE, VERPOORTE, 2011).

Lamiaceae apresenta compostos secundarios da classe dos terpenoides ou
terpenos, conhecidos como 6leos essenciais. Esses produtos secundarios ou naturais
sintetizados pelas plantas, estdo relacionados com a interagdo com outros
organismos: na atracdo de polinizadores, na defesa contra herbivoros e patégenos,
na simbiose com microrganismos e na competicdo com outras plantas (VIZZOTTO;
KROLOW; WEBER, 2010). As propriedades desses compostos beneficiam as plantas
e 0 proprio ser humano que os utiliza como matéria-prima para produtos da industria
alimenticia, farmacéutica, cosmética e perfumaria (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993).

Nas lamiaceas, alguns 6leos essenciais atuam como agentes antioxidantes no
combate aos radicais livres, os quais sao ingeridos pelo consumo de alimentos ou
bebidas que os contenham. Outros, possuem atividades bactericida, fungicida e
inseticida (LIMA; CARDOSO, 2007), atuando como um agente natural com potencial
para substituir o uso de agrotéxicos sintéticos, minimizando os efeitos danosos destes
produtos ao ambiente e a saude humana (SPADOTTO, 2006). Inseridas na familia se
encontram plantas usualmente utilizadas pela populacdo humana como chas e
temperos, como espécies dos géneros: Cunila D. Royen ex L., Hyssopus L.,
Lavandula L., Melissa L., Mentha L., Ocimum L., Origanum L., Plectranthus L'Hér.,
Rosmarinus L. e Salvia L. (BATTISTI et al., 2013; MAMADALIEVA et al., 2017). Além

das espécies com suas propriedades ja conhecidas e amplamente divulgadas se faz
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necessario ainda estudos sobre espécies ainda pouco conhecidas, mas com potencial
para producao de produtos naturais como H. ringens.

Testes histoquimicos detectaram proteinas, lipidios, 6leo essenciais, resinas
oleosas, flavonoides, alcaloides e compostos fendlicos ndo somente nas folhas, mas
também nas pétalas de H. ringens. Os lipidios totais, resinas oleosas e 0s 6leos
essenciais estao presentes principalmente nos tricomas glandulares e no mesofilo das
folhas e nos tricomas glandulares e superficie das pétalas (PINHEIRO et al., 2018)

Para a extracdo, identificacdo, quantificacdo e isolamento dos componentes
guimicos presentes no 0Oleo essencial das folhas de H. ringens, diversos trabalhos
com diferentes abordagens contribuiram para uma melhor compreensao da sua
constituicdo. Entre as metodologias utilizadas se encontram: a extracdo através de
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger, extracao assistida por ultrassom (UAE-
EtOH), fluido supercritico (SFE-CO2), cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS), cromatografia gasosa — detector por ionizacao
de chama (GC-FID) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (RIBEIRO et al.,
2010; ROSA et al., 2019; TONI et al., 2014; VON POSER et al., 1996).

De acordo com um levantamento dos dados obtidos nos trabalhos citados
acima foram identificados mais de 20 componentes quimicos no 6leo essencial de H.
ringens. As principais substancias em maior abundancia sdo os terpenos, mais
especificamente os monoterpenos pulegona (79 % a 96 %), limonemo (0,7 a 2,7 %) e
linalol (0,5 % a 1,6 %), as demais substancias com valores geralmente abaixo de 1%
(RIBEIRO et al., 2010; ROSA et al., 2019; TONI et al., 2014; VON POSER et al., 1996).

A identificacdo dos compostos contidos no extrato de H. ringens com UAE-
EtOH, foi realizada por UPLC-MS (Cromatografia Liquida de Ultra Performance com
espectrometro de massa). Os compostos fendlicos detectados no extrato sdo
conhecidos devido as suas propriedades medicinais. O constituinte presente em maior
quantidade é o acido rosmarinico, um polifenol relacionado as atividades
antioxidantes,  anticarcinogénicas, anti-inflamatérias,  anti-hipertensivas e
hepatoprotetoras (DOLWITSCH et al, 2020; LIN et al. 2017; LOU et al. 2016).

Fatores genéticos e ambientais, como luz, temperatura, agua, solo e altitude
podem causar mudancas e diferencas na composi¢cdo e o rendimento dos oleos
essenciais (LIMA; KAPLAN; CRUZ, 2012; PRINS; VIEIRA; FREITAS, 2010). Em H.
ringens, a sazonalidade € um fator que influencia no rendimento, sendo os mais altos

no outono, primavera e verao e menores no inverno (PINHEIRO et al., 2016).
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Em outras espécies do mesmo género também se verificam algumas
diferencas na composicao dos 6leos. Hesperozygis myrtoides (A. St.-Hil. ex Benth.)
Epling também apresenta pulegona (21,4% a 44,4%), isomentona (32,7% a 47,7) e
limoneno (3,5% a 7,7) enquanto Hesperozygis rhododon Epling apresenta a mentona
(43,4%), a pulegona (29,6%) e o limoneno (4,2%) (CASTILHO et al., 2017; MARTINI
et al., 2011; VON POSER et al., 1996).

PROPRIEDADES ANTIPARASITARIAS

A busca por acaricidas naturais tem sido relevante podendo substituir os
sintéticos, em virtude destes se tornarem ineficazes contra carrapatos que adquirem
resisténcia rapidamente, além de serem prejudiciais ao meio ambiente. As vantagens
para a producdo de produtos a base de Oleos essenciais incluem: menor
contaminagdo do ambiente e dos alimentos, desenvolvimento da resisténcia dos
parasitas em um ritmo mais lento e menor toxicidade aos animais e seres humanos
(BORGES; SOUSA; BARBOSA, 2011).

A partir das propriedades do 6leo essencial de H. ringens, experimentos
laboratoriais foram realizados para detectar os possiveis efeitos antiparasitarios no
carrapato-de-boi (Rhipicephalus microplus). Testes de imersdo em fémeas
ingurgitadas e larvas mostrou a ocorréncia de diminuicdo na postura de ovos pelas
fémeas, e dos ovos que foram postos verificou-se inibicdo da eclosdo em 95%
(concentracdo de 50 pL.mL?) e 30% (concentragdo de 25 uL.mL?). O posterior
isolamento da pulegona e a sua aplicacdo direta, mostraram efeitos semelhantes
indicando o composto como responsavel pela acdo do o6leo (RIBEIRO et al., 2010).

Apesar dos resultados de testes em laboratérios encontrados na literatura
apresentarem o potencial antiparasitario para a espécie, ainda ndao ha relatos de
estudos na aplicacao direta nos bovinos infestados no campo. Uma das dificuldades
da obtencdo dos mesmos resultados in vivo € a baixa persisténcia dos extratos no
ambiente, necessitando de estratégias que protejam 0os compostos ativos e permitam
a sua rapida penetracdo nos carrapatos (BORGES; SOUSA; BARBOSA, 2011). Outro
obstaculo a ser analisado € a necessidade de verificar a penetragcdo e absorcao
cutdnea dos componentes do 6leo e seus efeitos nos bovinos, uma vez que podem
comprometer a saude do animal, além da pecuaria destinar a carne e laticinios para
o consumo humano (RIBEIRO et al., 2010).
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Embora os estudos com H. ringens sejam recentes, os efeitos da pulegona sao
conhecidos desde a sua identificacdo em outras espécies (Mentha pulegium L.) e os
efeitos causados em outros seres vivos. Para as plantas, a producéo e a utilizacao
desses compostos servem como linhas de defesa contra o ataque de insetos
herbivoros. Uma primeira linha age no impedimento da alimentagdo como repelente,
e em segunda linha com a intoxica¢éo causada e prejuizos no desenvolvimento dos
insetos (FREEMAN; BEATTIE, 2008; HEFENDEHL, 1970; WINK, 1988).

PROPRIEDADES ALELOPATICAS

A procura por herbicidas naturais e menos prejudiciais ao meio ambiente e a
salude publica, vem sendo uma alternativa por meio da fabricacdo de produtos
provenientes de 6leos essenciais de plantas com propriedades alelopéticas. Visto que
os herbicidas sintéticos apresentam grande persisténcia no ambiente que além da
poluicdo gerada, pode causar intoxicacao e atividades carcinogénicas e mutagénicas
nas células (ABOUZIENA; HAGGAG, 2016).

Um dos primeiros trabalhos a serem realizados com a espécie foi a verificacao
do potencial alelopatico na germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.). De
acordo com as diluicbes testadas no experimento, foram relatados os seguintes
efeitos do 6leo essencial: presenca de necrose nas pontas das radiculas (diluicao /
1:64); radiculas mais curtas com inibicao do crescimento do hipocotilo seguidas da
morte da planta (diluicdes / 1:32 e 1:16); e radiculas ndo emergidas ou morte
imediatamente apds a emergéncia (diluicbes / 1:8, 1:4 e 1:2). Nesse mesmo estudo,
também foi verificado a acdo do Oleo essencial de H. rhododon que diferentemente
apresentou menor inibicdo da germinacdo das sementes em comparagdo com H.
ringens (VON POSER et al., 1996).

De maneira semelhante, foi realizado um novo estudo com concentragdes mais
baixas do 6leo essencial (0,25 % a 5%) envolvendo a alface, além de outras culturas
e plantas daninhas como: o picdo-preto (Bidens pilosa L.), o azevém (Lolium
multiflorum Lam.), a aveia-preta (Avena strigosa Schreb.), a soja (Glycine max (L.)
Merr.) e o arroz (Oryza sativa L.). Nas dicotiledéneas, a germinagao do picao-preto foi
inibida completamente na maior concentracdo (5%), sem afetar a germinacéo da
alface e da soja. Em relacdo as monocotiledéneas, a maior concentracéo (5%) reduziu

pela metade o numero de sementes germinadas de arroz e de azevém, e inibiu
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completamente em aveia-preta. Com estes indicativos, o extrato de H. ringens
apresenta maiores efeitos inibitérios em gramineas e um potencial para controlar
ervas daninhas que, neste caso, mostraram serem mais afetadas em relacdo as
culturas (PINHEIRO et al., 2017). Testes de germinacao de soja e picao-preto também
foram avaliados em maiores concentracoes (0, 25, 50, 75 e 100%), o que resultou em
efeitos prejudiciais na germinagao e no crescimento de plantulas, corroborando para

a acao alelopatica da espécie (LIMA et al., 2020).

PROPRIEDADES ANESTESICAS

Existe uma crescente demanda por anestésicos baratos e seguros capazes de
reduzir o estresse em peixes produzido durante procedimentos como captura e
manuseio. Com esses estudos, o uso do 6leo essencial € uma possivel alternativa em
procedimentos na aquicultura que requerem a utilizacdo de anestésicos.

O dleo essencial de H. ringens foi testado para utilizacdo na piscicultura em
Rhamdia quelen Quoy & Gaimard (jundia) como um possivel anestésico natural capaz
de diminuir o estresse nos peixes durante os procedimentos de captura e manuseio
(SILVA et al., 2013). Segundo esse estudo, os efeitos observados foram favoraveis
ao um bom anestésico: anestesia rapida; hiperatividade ou estresse minimos e; rapida
recuperacdo ao seu estado normal (GILDERHUS; MARKING, 1987). Nao houve
ocorréncia de mortes e efeitos adversos nas condicfes testadas (faixa de
concentracdo de 111-554 uL.Lt) (SILVA et al., 2013).

Os efeitos sedativos e anestésicos foram evidenciados em estudos posteriores,
porém testes na fisiologia dos peixes detectaram pequenas alteracées em R. quelen.
O peixe mostrou uma resposta adaptativa e a recuperagdo da maior parte dos
parametros analisados (metabdlicos, enzimaticos e imunorregulatorios) em quatro
horas (TONI et al., 2014).

Em uma investigagdo com exposicdo mais prolongada (seis horas) ao 6leo
essencial, foi observado uma reducdo da taxa ventilatéria ainda que insuficiente para
diferenciar os tratamentos de forma significativa. Ocorreu um aumento da
osmolaridade de proteinas, de glicose no plasma e dos niveis de lactato. Os niveis
plasmaticos de cortisol ndo sofreram alteracdo. A expressdao do RNAm de alguns
hormonios adeno-hipofisarios foi diminuida no horménio do crescimento e

somatolactina, sem alteracdo em prolactina além do aumento da atividade de enzimas
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energeéticas. Mesmo quando a exposi¢do ao 6leo ocorreu por um periodo longo nao
foi registrada nenhuma mortalidade no decorrer dos experimentos (TONI et al., 2015).

Os estagios de larvas, pos-larvas e alevinos de R. quelen podem ser atacados
por larvas de insetos da ordem Odonata. Essas pragas sdo encontradas nos tanques
de piscicultura e podem causar perdas na producdo e no suprimento de juvenis. Um
novo trabalho foi realizado envolvendo espécies de Coenagrionidae, a familia mais
diversificada de Odonata. Os géneros identificados e que foram afetados com a
exposi¢do ao oOleo foram: Acanthagrion, Homeoura, Ischnura e Oxyagrion (SILVA et
al., 2014).

O o6leo essencial também apresenta toxicidade para o zooplancton de agua
doce Daphnia pulex, sendo letal na concentracdo 61,5 mg.Lt. Como bactericida nos
diferentes patégenos de jundid, apresentou atividade moderada contra Aeromonas
hydrophila e Aeromonas veronii e mais fraca contra Citrobacter freundii e Raoltella
ornithinolytica. A atividade antiparasitaria também é significativa no parasita
Gyrodactylus sp. (BANDEIRA JR et al., 2017).

CONCLUSAO

As diversas aplicacdes para qual H. ringens pode ser utilizada e as poucas
informacdes sobre ela forneceram uma variedade de estudos nas areas da botanica
e guimica. Nao foram encontrados na literatura trabalhos da morfologia e anatomia
floral, assim como modos de reproducao e polinizadores. Da mesma forma, ndo ha
registo de trabalhos com a acdo destes compostos em insetos da ordem
Siphonaptera, grupo que representa as pulgas, embora 0 nome comum da espécie
(“espanta-pulga”) possa sugerir. Ainda que muitos dos trabalhos citados sejam
pioneiros ou testes, os resultados apresentados contribuem para um melhor
entendimento da espécie. Cabe ressaltar a importancia da preservacdo das

populacdes existentes dessa espécie promissora.

REFERENCIAS

ABOUZIENA, H. F.; HAGGAG, W. M. Weed control in clean agriculture: a
review. Planta daninha, v. 34, n. 2, p. 377-392, 2016.



27

ANTAR, G.M. et al. Lamiaceae in Flora do Brasil 2020 em construgé&o. Jardim
Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.qov.br/reflora/floradobrasil/FB142>. Acesso em: 09 fev. 2021

ANTAR, G.M.; OLIVEIRA, A.B. Hesperozygis in Flora do Brasil 2020 em
construcédo. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.qov.br/reflora/floradobrasil/FB8156>. Acesso em: 09 fev.
2021

BANDEIRA JR, G. et al. Potential uses of Ocimum gratissimum and Hesperozygis
ringens essential oils in aquaculture. Industrial Crops and Products, v. 97, p. 484-
491, 2017.

BATTISTI, C. et al. Plantas medicinais utilizadas no municipio de Palmeira das
Missoes, RS, Brasil. Revista Brasileira de Biociéncias, v. 11, n. 3, 2013.

BORGES, L. M. F.; SOUSA, L. A. D.; BARBOSA, C. S.. Perspectives for the use of
plant extracts to control the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Revista
Brasileira de Parasitologia Veterinéria, v. 20, n. 2, p. 89-96, 2011.

CASTILHO, C.V.V. et al. In vitro activity of the essential oil from Hesperozygis
myrtoides on Rhipicephalus (Boophilus) microplus and Haemonchus
contortus. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 27, n. 1, p. 70-76, 2017.

CRAVEIRO, A. A.; QUEIROZ, D. C. Oleos essenciais e quimica fina. Quimica nova,
v. 16, n. 3, p. 224-228, 1993.

LUBBE, A.; VERPOORTE, R. Cultivation of medicinal and aromatic plants for
specialty industrial materials. Industrial crops and products, v. 34, n. 1, p. 785-801,
2011.

DE FREITAS, E. M. et al. Floristic diversity in areas of sandy soil grasslands in
Southwestern Rio Grande do Sul, Brazil. Revista Brasileira de Biociéncias, v. §, n.
1, 2010.

DOLWITSCH, C. B. et al. Hesperozygis ringens (Benth.) Epling: a study involving
extraction, chemical profiling, antioxidant and biological activity. Natural Product
Research, p. 1-6, 2020.

FRACARO, F.; ECHEVERRIGARAY, S. Genetic variability in Hesperozygis ringens
Benth. (Lamiaceae), an endangered aromatic and medicinal plant of Southern
Brazil. Biochemical genetics, v. 44, n. 11-12, p. 471-482, 2006.

FREEMAN, B. C.; BEATTIE, G. A. An overview of plant defenses against pathogens
and herbivores. The Plant Health Instructor, 2008.

GIULIETTI, A. M. et al. Biodiversidade e conservacéo das plantas no Brasil. 2005.


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB142
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB8156

28

GUNDERSON, C. A. et al. Effects of the mint monoterpene pulegone on Spodoptera
eridania (Lepidoptera: Noctuidae). Environmental Entomology, v. 14, n. 6, p. 859-
863, 1985.

HEFENDEHL, F. W. Beitrage zur biogenese atherischer Ole Zusammensetzung
zweier atherischer Ole von Mentha pulegium L. Phytochemistry, v. 9, n. 9, p. 1985-
1995, 1970.

LIMA, C. S. et al. Allelopathic Potential of Hesperozygis ringens Extracts on Seed
Germination of Soybeans and Beggarticks, Journal of Agricultural Science v. 12,
n. 11, 2020.

LIMA, R. K.; CARDOSO, M. G. Familia Lamiaceae: Importantes Oleos Essenciais
com Acdo Bioldgica e Antioxidante. Revista Fitos, v. 3, n. 03, p. 14-24, 2007.

LIMA, H. R. P.; KAPLAN, M. A. C.; CRUZ, A. V. M. Influéncia dos fatores abioticos
na producéo e variabilidade de terpendides em plantas. Floresta e Ambiente, v. 10,
n. 2, p.71-77, 2012.

LIN, S. et al. Hepatoprotective activities of rosmarinic acid against extrahepatic
cholestasis in rats. Food and Chemical Toxicology, v. 108, p. 214-223, 2017.

LOU, K. et al. Rosmarinic acid stimulates liver regeneration through the mTOR
pathway. Phytomedicine, v. 23, n. 13, p. 1574-1582, 2016.

LUBBE, A.; VERPOORTE, R. Cultivation of medicinal and aromatic plants for
specialty industrial materials. Industrial crops and products, v. 34, n. 1, p. 785-801,
2011.

MAMADALIEVA, N. Z. et al. Aromatic medicinal plants of the Lamiaceae family from
Uzbekistan: ethnopharmacology, essential oils composition, and biological
activities. Medicines, v. 4, n. 1, p. 8, 2017.

MARTINI, M. G. et al. Chemical composition and antimicrobial activities of the
essential oils from Ocimum selloi and Hesperozygis myrtoides. Natural product
communications, v. 6, n. 7, p. 1934578X1100600726, 2011.

PINHEIRO, C. G.; OLIVEIRA, J. M. S.; HEINZMANN, B. M. Structural
characterization of vegetative organs of the endangered Brazilian native species
Hesperozygis ringens (Benth.) Epling. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias,
v. 90, n. 3, p. 2887-2901, 2018.

PINHEIRO, C. G. et al. Essential oil of the Brazilian native species Hesperozygis
ringens: a potential alternative to control weeds. Journal of Essential Oil Bearing
Plants, v. 20, n. 3, p. 701-711, 2017.

PINHEIRO, C. G. et al. Seasonal variability of the essential oil of Hesperozygis
ringens (Benth.) Epling. Brazilian Journal of Biology, v. 76, n. 1, p. 176-184, 2016.



29

PINHEIRO, C. G.; DE OLIVEIRA, J. M. S.; HEINZMANN, B. M. Histological and
histochemical characterization of leaves and petals of the endangered native
Brazilian species Hesperozygis ringens (Benth.) Epling. Flora, v. 239, p. 1-10, 2018.

PRINS, C. L.; VIEIRA, I. JC.; FREITAS, S. P. Growth regulators and essential oil
production. Brazilian Journal of Plant Physiology, v. 22, n. 2, p. 91-102, 2010.

RIBEIRO, V. L. S. et al. Acaricidal properties of the essential oil from Hesperozygis
ringens (Lamiaceae) on the cattle tick Riphicephalus (Boophilus)
microplus. Bioresource Technology, v. 101, n. 7, p. 2506-2509, 2010.

ROSA, I. A. et al. Extracts of Hesperozygis ringens (Benth.) Epling: in vitro and in
vivo antibacterial activity against fish pathogenic bacteria. Journal of applied
microbiology, v. 126, n. 5, p. 1353-1361, 2019.

ROVEDDER, A. P. et al. Analise da composicao floristica do campo nativo afetado
pelo fenbmeno da arenizacdo no sudoeste do Rio Grande do Sul. Embrapa
Pecuéria Sul-Artigo em periédico indexado (ALICE), 2005.

SCHAEFER, J.; ESSI, L. A checklist of Asteraceae from Pedra do Lagarto, Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brazil. Check List, v. 13, p. 1075, 2017.

SILVA, D. T. et al. Larvicidal activity of Brazilian plant essential oils against
Coenagrionidae larvae. Journal of economic entomology, v. 107, n. 4, p. 1713-
1720, 2014.

SILVA, L. L. et al. Anesthetic activity of Brazilian native plants in silver catfish
(Rhamdia quelen). Neotropical Ichthyology, v. 11, n. 2, p. 443-451, 2013.

SIQUEIRA, J. et al. Vegetative propagation of na endemic species of the Pampa
biome. Ciéncia e Natura, v. 42, p. 68, 2020.

SPADOTTO, C. A.. Abordagem interdisciplinar na avaliacdo ambiental de
agrotoxicos. In: Embrapa Meio Ambiente-Artigo em anais de congresso (ALICE).
In: JORNADA JURIDICA DA FACULDADE MARECHAL RONDON, 4., 2006, Sd0
Manuel, SP. Artigos publicados... Sdo Manuel, SP: FMR, 2006. p. 1-9. Revista do
Nucleo de Pesquisa Interdisciplinar, Sdo Manuel, p. 1-9, maio 2006., 2006.

TONI, C. et al. Fish anesthesia: effects of the essential oils of Hesperozygis ringens
and Lippia alba on the biochemistry and physiology of silver catfish (Rhamdia
guelen). Fish physiology and biochemistry, v. 40, n. 3, p. 701-714, 2014.

TONI, C. et al. Stress response in silver catfish (Rhamdia quelen) exposed to the
essential oil of Hesperozygis ringens. Fish physiology and biochemistry, v. 41, n.
1, p. 129-138, 2015.

VIANA, A. et al. Morfologia e anatomia foliar de espécies de angiospermas com
ocorréncia nos campos de areais do bioma pampa. 2018.



30

VIZZOTTO, M.; KROLOW, A. C. R.; WEBER, G. E. B. Metabdlitos secundarios
encontrados em plantas e sua importancia. Embrapa Clima Temperado-
Documentos (INFOTECA-E), 2010.

VON POSER, G. L. et al. Essential oil composition and allelopathic effect of the
Brazilian Lamiaceae Hesperozygis ringens (Benth.) Epling and Hesperozygis
rhododon Epling. Journal of agricultural and food chemistry, v. 44, n. 7, p. 1829-
1832, 1996.

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



31

CAPITULO 2: GERMINACAO DE SEMENTES DE Hesperozygis ringens (BENTH.)
EPLING (LAMIACEAE) — UMA ESPECIE ENDEMICA E AMEACADA

Leandro Goncalves Leite, Raquel Stefanello, Liliana Essi

RESUMO

Hesperozygis ringens (Lamiaceae), popularmente conhecida como espanta-pulga, é
uma espécie nativa ameacada de extingdo encontrada em locais rochosos e arenosos
de regides restritas ao bioma Pampa. Um dos fatores que pode influenciar no baixo
namero de individuos de uma determinada espécie é a ocorréncia de problemas tais
como baixas taxas de germinacdo de sementes influenciadas pela temperatura e/ou
luminosidade. Neste contexto, este estudo teve como obijetivo avaliar a influéncia da
luz e da temperatura na germinacéo de sementes de H. ringens. As sementes de dois
lotes foram semeadas sobre substrato papel e mantidas em camara BOD nas
temperaturas de 15, 20, 25 e 30 °C, na presenca e auséncia de luz. As avaliagOes da
taxa e da velocidade de germinacao foram realizadas a cada 3 dias, durante 21 dias.
O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, onde os tratamentos
constituiram um fatorial 4 x 2. Os primeiros sinais visiveis de germinacao foram
observados aos sete dias apds a semeadura. A germinagao ocorreu tanto na presenca
gquanto na auséncia de luz e as temperaturas mais baixas influenciaram
significativamente o0 processo germinativo e a velocidade de germinacdo. A
temperatura de 15 °C mostrou-se mais favoravel a germinacéo da espécie do que as
temperaturas de 20, 25 e 30 °C. Assim, pode-se concluir que o teste de germinagao
com temperatura de 15 °C, sob presenca ou auséncia de luz, favorece o processo
germinativo das sementes de H. ringens.

Palavras-chave: Espanta-pulga. Processo Germinativo. Luz. Temperatura.
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INTRODUGCAO

Hesperozygis ringens (Benth.) Epling, popularmente conhecida como espanta-
pulga € uma planta arbustiva nativa, pertencente a Lamiaceae (Figura 2.1A). Pode ser
propagada por sementes (Figura 2.1B) ou por estaquia, sendo esta Ultima vidvel, pois
apresenta elevada taxa de enraizamento, mesmo com propagulos coletados de
populacées in situ (SIQUEIRA et al., 2020). E encontrada em campos rochosos do Rio
Grande do Sul, com distribuicdo restrita a serra do Sudeste e ao sul das Missdes, nos
solos rochosos e arenosos de Alegrete, Cagapava do Sul, Sdo Francisco de Assis e
Santa Maria (FRACARO; ECHEVERRIGARAY, 2006; FREITAS et al., 2010;
SCHAEFER; ESSI, 2017).

Figura 2.1 — Planta adulta (A) e sementes (B) de Hesperozygis ringens.

Fonte: (A) Essi L. e (B) Stefanello R.

Alguns estudos descreveram uma alta producdo de 6leo essencial por suas
folhas, com pulegona (95,18%) como componente principal (SILVA et al., 2014). Seu
Oleo essencial apresenta acdo antioxidante (DOLWITSCH et al., 2020), antiparasitaria
e antimicrobiana (BANDEIRA et al., 2017), alelopética (LIMA et al., 2020; PINHEIRO
et al., 2016), anestésica e larvicida (SILVA et al., 2014). Além disso, em um trabalho
pioneiro sobre citotoxicidade e genotoxicidade in vitro, Dolwitsch et al. (2020)
demonstraram que seus extratos UAE-EtOH e SFE-CO 2 séo seguros para linfocitos
humanos nas concentracfes avaliadas.

Devido a sua ocorréncia endémica em morros pedregosos, as constantes
renovacdes das pastagens através das queimadas para a alimentacdo do gado, e sua
coleta indiscriminada para fins medicinais, associados a baixa eficiéncia de
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propagacdo por sementes, H. ringens tem sido incluida na lista das espécies
brasileiras ameacgadas de extingdo (FLORA DO BRASIL, 2020). Apesar de serem
encontrados estudos com relacdo a caracterizagcdo taxonbmica, medicinal e
alelopatica ainda ndo foram encontrados relatos sobre o processo germinativo das
sementes. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da luz e da

temperatura na germinacdo de sementes de Hesperozygis ringens.

MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental foi desenvolvido no Laboratério de Genética Vegetal,
pertencente ao Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da
Universidade Federal de Santa Maria (RS). Foram utilizados dois lotes de sementes
de Hesperozygis ringens coletadas nas cidades de S&o Pedro do Sul (Lote A) e Sao
Francisco de Assis (Lote B), Rio Grande do Sul, Brasil. As coletas foram realizadas
com a devida autorizacao (autorizacdo SISBIO numero 60921). As plantas e sementes
foram identificadas, a partir de comparacdo com material depositado no herbario
SMDB e uso de literatura taxondbmica. Vouchers de cada populacdo foram
depositados no herbario SMDB. Depois de separadas manualmente, elas foram
armazenadas em sacos plasticos em ambiente refrigerado mantendo o pré-
esfriamento a temperatura de 5-10 °C por um periodo de sete dias, ou mais. Na
literatura ndo foram encontrados relatos de dorméncia nas sementes desta espécie.

Antes da semeadura as sementes passaram por um processo de assepsia,
com imersdo em etanol 70% (10 segundos) e solucao de hipoclorito de s6dio com 1%
de cloro (30 segundos) e, em seguida, enxaguadas trés vezes com agua destilada.

O teste de germinacao foi realizado com quatro repeticdes de 50 sementes,
distribuidas em caixas plasticas transparentes (gerbox), sobre trés folhas de substrato
papel umedecidas com agua destilada na propor¢céao de 2,5 vezes o peso do papel.
ApOs a semeadura, as caixas plasticas foram mantidas em camara BOD (Biochemical
Oxygen Demand), nas temperaturas de 15, 20, 25 e 30 °C, na presenca e auséncia
de luz (LUZ et al., 2014; STEFANELLO et al., 2017), sendo as contagens realizadas
a cada 3 dias, totalizando 21 dias.

A condigdo com iluminagao, em regime de 24 horas de luz, foi obtida nas
camaras de germinacéo pela utilizacdo de quatro lampadas fluorescentes do tipo luz

do dia 20 W, com densidade de fluxo radiante na altura das caixas de 15 mmol.m=2.s
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1 (KOEFENDER et al., 2009). Na auséncia de luz, as sementes foram semeadas em
sala iluminada com filtro de seguranca formado por trés folhas de papel-celofane
verde e mantidas no escuro durante todo o teste, cobrindo-se as caixas plasticas de
germinacdo com duas folhas de papel-aluminio (STEFANELLO et al., 2017). As
avaliagcOes na condigdo sem luz foram realizadas seguindo esta descrigao.

O umedecimento do substrato foi realizado uma vez aos dez dias. Foram
contabilizadas as sementes que atenderem ao critério botanico que considera
germinadas as sementes em que uma das partes do embrido emergiu de dentro dos
envoltorios, acompanhado de algum sinal de metabolismo ativo, como curvatura da
radicula (LABOURIAU, 1983). Os resultados foram expressos em percentagem de
sementes germinadas.

Para avaliacdo do indice de velocidade de germinacao (IVG), as contagens das
sementes germinadas foram efetuadas a cada trés dias, no mesmo horario. O critério
de germinacao foi a protrusédo da raiz priméria (de acordo com a descri¢cdo acima). O
indice de velocidade de germinacéo foi calculado adaptando-se a férmula de Maguire
(1962): 6 - Z<g_)

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, onde os
tratamentos constituiram um fatorial 4 x 2 (4 temperaturas x presenca ou auséncia de
luz). Nao foi realizada a comparagéo entre os diferentes lotes uma vez que nao era
objetivo do trabalho. Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F
e, quando constatado efeito significativo, foi efetuada a analise pelo programa SISVAR
(FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da andlise dos dados de germinacdo dos dois lotes de sementes de
Hesperozigys ringens observou-se que nao houve interagcédo entre os fatores luz e
temperatura. Além disso, ndo foi observada diferenca significativa nas duas condi¢des
de luz utilizadas, sendo que as sementes apresentaram comportamento indiferente a
luz (Tabela 2.1). Resultados similares foram obtidos por Stefanello et al. (2015) onde
verificaram que a germinagéo de sementes de chia (Salvia hispanica L.) ocorre tanto

na presenca quanto na auséncia de luz.
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Tabela 2.1 — Germinacdo (%) de sementes de Hesperozygis ringens, submetidas a diferentes
temperaturas na presenca e auséncia de luz, 21 dias apds a semeadura.

Lote A Lote B

Temperatura ~ presencade  Ausénciade Presencade  Ausénciade

luz luz luz luz
15°C 44 a A* 40a A 21aA 21aA
20 °C 24b A 20b A 15aA 11bA
25 °C 15cA 4cB 5bA 1cA
30 °C 1dA OcA 1bA 1cA

* Médias, seguidas de mesma letra mindscula, em cada coluna, e letra mailscula, em cada linha, ndo
diferem entre si, pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade.

Em relacédo a temperatura, pode-se verificar que independente do ambiente de
luz, a temperatura influenciou significativamente a germinagao (Tabela 2.1). Os
maiores percentuais de germinacéo foram obtidos na temperatura de 15 °C, tanto na
presenga como na auséncia de luz, embora seja observada germinacédo também nas
temperaturas de 20 e 25 °C. De acordo com Paiva et al. (2016), a capacidade das
sementes de germinar em amplas condi¢cdes de temperatura reflete a adaptabilidade
da espécie as variacdes térmicas ambientais. Resultados semelhantes foram obtidos
na germinacdo de sementes de outras espécies de Lamiaceae como Ocimum
basilicum L. (KHAN et al., 2014) e Salvia hispanica L. (STEFANELLO et al., 2015).
Adicionalmente, Saffariha et al. (2020) avaliando o efeito de cinco temperaturas (10 a
30 °C) na germinacao de sementes de Salvia limbata C.A. Mey. verificaram que o
namero maximo de sementes germinadas ocorreu na temperatura de 18,3 °C.

Na temperatura de 30 °C, tanto em presenga quanto em auséncia de luz, os
resultados de germinacgdo foram insignificantes (Tabela 2.1). As temperaturas mais
altas podem reduzir a germinacdo, causando desorganizacdo do processo
germinativo, sendo que o nimero de sementes que podem completar esse processo
diminui rapidamente, basicamente devido aos efeitos sobre a atividade de enzimas e
as restricdes sobre 0 acesso ao oxigénio (MARCOS FILHO, 2015). As temperaturas
elevadas podem, portanto, ter efeitos deletérios sobre a germinacdo de sementes
(OLIVEIRA et al., 2014), como observado neste estudo. Assim, a temperatura de 30

°C nao € recomendada para a germinacao das sementes de H. ringens.
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De um modo geral, o tempo médio de germinacao variou entre 14 e 21 dias e
0s primeiros sinais visiveis de germinacdo, mesmo em baixas percentagens, puderam
ser observados aos sete dias ap6s a semeadura (Figura 2.2). De acordo com Carvalho
et al. (2020), quanto menos tempo as plantulas levam para emergir do solo e
permanecer nos estagios iniciais de desenvolvimento, menos vulneraveis elas séo as
condi¢cdes ambientais adversas. Assim, € imprescindivel o estudo das condi¢cbes
ecofisiolégicas que influenciam a germinagcédo das sementes, uma vez que 0 Sucesso
no estabelecimento da espécie depende da tolerancia das mudas as condicbes
adversas do meio ambiente (SILVA et al., 2017).

Figura 2.2 — Tempo médio em dias de germinacdo das sementes de Hesperozygis ringens.
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Fonte: Gréficos construidos no software Sisvar

Diversos aspectos influenciam o processo de germinagao das sementes,
podendo estar correlacionados com a viabilidade e a longevidade e as condicdes
ambientais como agua, luminosidade, temperatura e oxigénio (LUZ et al., 2014). O
processo germinativo envolve uma sequéncia de atividades metabdlicas, durante as
quais ocorrem reagdes bioquimicas; cada uma dessas reacdes apresenta exigéncias

proprias principalmente quanto a temperatura, porque dependem da atividade de
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sistemas enzimaticos (MARCOS FILHO, 2015). O conhecimento sobre a resposta das
sementes a temperatura € fundamental, pois torna possivel entender a amplitude de
tolerancia das espécies em relacdo a temperatura, bem como as condi¢cdes climaticas
nas quais as sementes podem germinar e se estabelecer de maneira adequada
(MOTSA et al., 2015).

Por outro lado, embora a luz ndo seja apontada como um fator essencial para
que 0 processo se realize em sementes ndo-dormentes, a sua presenca pode
contribuir para atenuar problemas causados pelos efeitos de temperaturas superiores
e pelo baixo potencial de agua do solo (MARCOS FILHO, 2015). A sensibilidade das
sementes a luminosidade é bastante varidvel conforme a espécie, havendo sementes
cuja germinacdo é influenciada positiva ou negativamente pela luz e sementes
indiferentes a esse fator (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; TAIZ; ZEIGER, 2017). A
luz pode induzir a germinacao de sementes, como em algumas gramineas forrageiras,
mas em outras espécies, a sua presenca pode inibir a germinagdo (BRASIL, 2009).
No presente estudo, H. ringens germinou independente da condi¢c&o de luminosidade
podendo ser considerada como indiferente a luz.

Embora o objetivo do trabalho n&o fosse comparar os lotes das sementes,
percebe-se que o lote B possui qualidade inferior ao lote A, o que n&o inviabiliza a
importancia dos resultados visto que este € um estudo pioneiro para esta espécie.
Essas diferencas de respostas entre os lotes podem ser atribuidas a umidade das
sementes, aos diferentes locais de coleta, a auséncia de informacfes sobre a
ocorréncia de dorméncia e a presenca de fungos. Os resultados deste estudo
corroboram com Fracaro (2006) que afirma que a propagacdo convencional de H.
ringens apresenta problemas pela viabilidade das sementes e baixa germinagéo. De
acordo com Marcos Filho (2015), as taxas de germinacao estdao amplamente ligadas
a espeécie e suas caracteristicas genéticas, das condicbes do ambiente durante o
cultivo, do manejo durante e apds a colheita e da sanidade. A0 mesmo tempo, 0
procedimento de desinfec¢céo nao foi bem-sucedido, visto que ocorreu contaminagao
perceptivel por fungos nas sementes o que pode ter contribuido, também, para a baixa
taxa de germinacao nos tratamentos. Destaca-se, também que nesta pesquisa néo
foram realizados testes para identificacdo das espécies de fungos presentes nas
sementes.

Em relacdo a velocidade de germinacdo (IVG) verificou-se comportamento

semelhante a germinacéo (Tabela 2.2). A velocidade de germinacéo foi maior nas
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sementes submetidas a temperatura mais baixa (15 °C), independente da condicao
de luz. De acordo com Carvalho e Nakagawa (2012), a temperatura influencia tanto
na velocidade quanto na percentagem de germinacédo, pois tende a influenciar a

velocidade de absorcédo de agua e as reacdes bioguimicas.

Tabela 2.2 — indice de velocidade de germinacdo (IVG) de sementes de Hesperozygis ringens,
submetidas a diferentes temperaturas na presenca e auséncia de luz, 21 dias ap6s a semeadura.

Lote A Lote B

Temperatura Presencade Ausénciade Presencade Ausénciade

luz luz luz luz
15°C 3,32 a A* 2,74aB 1,37aA 1,33aA
20°C 1,37b A 1,27b A 0,99b A 0,69b A
25°C 0,91b A 0,25¢cB 0,33cA 0,04 cA
30°C 0,08 c A 0,00 c A 0,01cA 0,00 c A

* Médias, seguidas de mesma letra mindscula, em cada coluna, e letra mailscula, em cada linha, ndo
diferem entre si, pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade.

O entendimento da germinacdo de sementes é uma caracteristica primordial
para determinar a capacidade das plantas de se estabelecerem com sucesso em um
determinado habitat ou regido geografica. As sementes precisam ser capazes de
germinar no momento e local certos, de modo que as chances de sobrevivéncia e
estabelecimento das mudas sejam maximizadas (CRISTAUDO et al., 2019). Assim, a
busca de conhecimentos sobre as condi¢des ideais para a germinacao das sementes
e para o desenvolvimento inicial das plantas consiste em um papel fundamental dentro
da pesquisa cientifica e fornece informacdes consistentes sobre a propagacdo das
espécies (STEFANELLO et al.,, 2015). Apesar da baixa taxa de germinacao
observada, os resultados deste trabalho sdo pioneiros e fundamentais para o
entendimento da distribuicdo da espécie e sua reduzida ocorréncia. Desta forma,
estudos futuros poderédo ser conduzidos com novas coletas de sementes para verificar
outros tempos e/ou produtos para assepsia bem como a influéncia de outras

temperaturas (mais altas e mais baixas) na germinacdo das sementes desta espécie.
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CONCLUSAO

A germinacgéo de sementes de H. ringens ocorreu tanto na presenca quanto na
auséncia de luz e as temperaturas mais baixas influenciaram positivamente o
processo germinativo e a velocidade de germinacéo. A temperatura de 15 °C mostrou-
se mais favoravel a germinagéo da espécie do que as temperaturas de 20, 25 e 30
°C. Atemperatura de 30 °C ndo € recomendada para a germinagao de sementes desta
espécie. O teste de germinacdo com temperatura de 15 °C, sob presenca ou auséncia

de luz, favorece o processo germinativo das sementes de H. ringens.
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CAPITULO 3: EFEITO ANTIPROLIFERATIVO DE EXTRATOS AQUOSOS DE
Hesperozygis ringens (BENTH.) EPLING (LAMIACEAE) PELO TESTE Allium cepa

Leandro Goncalves Leite, Solange Bosio Tedesco, Ana Cristina Mazzocato,

Liliana Essi

RESUMO

Hesperozygis ringens é uma planta pertencente a Lamiaceae, encontrada em locais
rochosos e arenosos de regides restritas do Rio Grande do Sul. E popularmente
conhecida como “espanta-pulga”, devido as propriedades antiparasitarias dos 6leos
essenciais, sendo estes encontrados principalmente nas folhas. Outros estudos
relatam outras propriedades com acdo bactericida, alelopatica e anestésica. Em
virtude do potencial na aplicacdo de uso animal, é imprescindivel a necessidade de
verificar se os extratos aquosos de H. ringens podem ou ndo causar alteracoes
cromossbmicas nas células desses organismos. O objetivo do trabalho foi avaliar os
possiveis efeitos genotdxicos e citotoxicos de extratos aquosos de H. ringens. Para
essa avaliacao foi utilizado o teste Allium cepa L., com dez tratamentos: agua destilada
(controle negativo), glifosato a 2% (controle positivo) e duas concentracdes de
extratos aquosos de H. ringens: 4 g.L'' e 8 g.Lt, com folhas secas de quatro
populacdes de diferentes municipios. Foram analisadas 4.000 células em cada
tratamento com quatro repeticbes. Os dados obtidos foram analisados pelo teste
ANOVA utilizando o teste de comparacdo de médias Scott-Knott, gerados no software
SISVAR, com 5% de probabilidade. De acordo com os resultados, houve decréscimo
dos valores dos indices mitéticos em todos tratamentos em relacdo ao controle
negativo em agua, mostrando diferencas significativas geralmente com o aumento da
concentragéo dos extratos. Esses resultados indicaram o efeito antiproliferativo dos
extratos aquosos de H. ringens.

Palavras-chave: Pulegona. Genotoxicidade. Espécie Ameacada. Produtos Naturais.
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INTRODUGCAO

A descoberta dos 0leos essenciais presentes em determinados grupos de
plantas e os diversos efeitos biolégicos resultantes de sua aplicacdo, se tornaram
recursos de grande utilidade para determinadas finalidades. A procura por novos
produtos naturais a partir dos 6leos essenciais € de interesse, pois eles podem ser 0s
substitutos de produtos sintéticos e sS40 menos agressivos ao meio ambiente.
(NIKOLOVA; BERKOV, 2018; SOUTAR; COHEN; WALL, 2019; VIEIRA-BROCK;
VAUGHAN; VOLLMER, 2017).

Lamiaceae é uma familia de angiospermas representada por muitas espécies
cujos Oleos essenciais sdo utilizados na medicina, na culinaria, cosméticos,
aromatizantes, etc. Dentre estas espécies esta Hesperozygis ringens (Benth.) Epling,
uma planta aromética arbustiva (Figura 3.1) tipica de regides pedregosas e arenosas,
encontrada em alguns municipios do Rio Grande do Sul, Brasil. (FRACARO;
ECHEVERRIGARAY, 2006; SCHAEFER; ESSI, 2017). Ela é popularmente conhecida
como “espanta-pulga” devido seus compostos quimicos presentes no 6leo essencial,
o qual possui com propriedades antiparasitarias, alelopaticas e anestésicas,
encontrado principalmente nas folhas e flores (PINHEIRO; OLIVEIRA; HEINZMANN,
2018; PINHEIRO et al., 2017; RIBEIRO et al., 2010; TONI et al., 2014).

Figura 3.1 — Hesperozygis ringens no seu habitat em solos pedregosos tipicos da sua espécie (A,B).

Fonte: Leite L.G. e Essi L.
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A verificacdo dos efeitos alelopéticos do Oleo essencial desta espécie foi
realizada por alguns autores na germinacdo de sementes em Lactuca sativa L.
(alface), Bidens pilosa L. (picdo-preto), Lolium multiflorum Lam. (azevém), Avena
strigosa Schreb. (aveia-preta), Glycine max (L.) Merr. (soja) e Oryza sativa L. (arroz).
Os resultados encontrados mostraram danos causados nas radiculas e inibicdo do
crescimento do hipocétilo e, em alguns casos, a morte da planta (LIMA et al., 2020;
PINHEIRO et al.,2017; VON POSER et al., 1996). Isso propicia a possibilidade da sua
utilizacdo como herbicida natural, uma vez que, 0s sintéticos apresentam grande
persisténcia no ambiente e poluem, o que pode causar intoxicacdo e efeitos
mutagénicos e carcinogénicos nas células (ABOUZIENA; HAGGAG, 2016).

Os efeitos parasitarios de seus compostos foram testados no carrapato-de-boi
(Rhipicephalus microplus), no qual causou morte de ovos e larvas (RIBEIRO et al.,
2010). A possibilidade de torna-lo um acaricida natural é relevante pelas vantagens
de poder substituir os sintéticos, visto que esses Ultimos se tornam ineficazes contra
carrapatos que adquirem resisténcia rapidamente e menor toxidade aos animais
(BENELLI; PAVELA, 2018; SALMAN, et al., 2020).

Uma das propriedades descobertas mais recentemente, surgiu na aquicultura
pela crescente procura por anestésicos seguros e baratos capazes de reduzir o
estresse dos peixes durante procedimentos de captura e manuseio. Para isso, foi
testado o 6leo essencial de H. ringens em Rhamdia quelen Quoy & Gaimard (jundia),
na qual foram evidenciados efeitos sedativos e anestésicos (SILVA et al., 2013; TONI
et al., 2014, 2015).

Ainda na aquicultura, porém em outra linha de agao, também foi testado o 6leo
essencial em larvas de insetos da ordem Odonata. Esses insetos sao encontrados
nos tanques de piscicultura e podem atacar larvas, pos-larvas e alevinos de R. quelen.
Os géneros Acanthagrion, Homeoura, Ischnura e Oxyagrion da familia
Coenagrionidae foram afetados com a exposicdo ao 6leo essencial (SILVA et al.,
2014). Ha estudos da sua propriedade bactericida em Daphnia pulex, Aeromonas
hydrophila Aeromonas veronii, Citrobacter freundii, Raoltella ornithinolytica e
Gyrodactylus sp (BANDEIRA JR et al., 2017).

A composi¢do quimica do o6leo essencial foi verificada por métodos de
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger, extracdo assistida por ultrassom e tipos
de cromatografia. H. ringens apresenta em torno de 20 substancias identificadas

principalmente terpenos: pulegona (79-96%), limonemo (0,7-2,7%) e linalol (0,5-
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1,6%), e os demais compostos com valores geralmente abaixo de 1% (RIBEIRO et
al., 2010; ROSA et al., 2019; TONI et al., 2014; VON POSER et al., 1996). Compostos
fendlicos também foram detectados, sendo como principal, o acido rosmarinico
conhecido por suas propriedades medicinais (DOLWITSCH et al., 2020).

Embora a espécie em estudo apresente um potencial em diferentes linhas de
acdo e a possibilidade da elaboracéo de produtos naturais, ainda ndo hé relatos sobre
efeitos citotéxicos e mutagénicos. Conforme testes realizados com extratos aquosos
de H. ringens por Dolwitsch et al. (2020), seus resultados os indicaram ndo serem
danosos em linfécitos humanos nas concentragdes avaliadas. Um dos métodos de
avaliagdo de toxicidade de extratos é o uso de bioindicadores. Os bioensaios com
Allium sao capazes de verificar a possivel genotoxicidade de diversos tipos de agentes
quimicos, fisicos e bioldgicos (FISKESJO, 1985). Esse teste é validado pelo Programa
Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) como eficiente na avaliacdo de
irregularidades cromossémicas em raizes de Allium, e no monitoramento in situ da
genotoxicidade de poluentes ambientais (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999; CABUGA,
2017). Além de avaliar os impactos no ambiente, o teste Allium cepa também avalia
os efeitos de substancias de extratos de plantas medicinais, aromaticas e produtos
naturais (DA SILVA; BOSSO; CARDOSO, 2015; LIMAN; CIGERCI; GOKCE, 2018;
STURBELLE et al., 2010).

Em virtude do potencial na aplicacdo de uso animal se percebe a necessidade
de verificar se ha riscos dos extratos aquosos de H. ringens causarem alteracdes
cromossdmicas nesses individuos. O objetivo do trabalho foi avaliar a possivel
genotoxicidade e citotoxicidade de extratos aquosos de H. ringens pelo teste Allium

cepa.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

As plantas foram coletadas de populacfes de quatro municipios do Rio Grande
do Sul, Brasil: Santa Maria, Cacapava do Sul, Sao Francisco de Assis e Sao Pedro do
Sul. Para as analises de citotoxicidade e genotoxicidade, foram coletadas e pesadas
amostras de folhas de cada uma das populac¢des as quais foram colocadas para secar

naturalmente em temperatura ambiente. Uma amostra de cada populagdo foi
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herborizada e depositada no Herbario SMDB, como voucher para o estudo (Tabela
3.1).

Tabela 3.1 — Lista dos vouchers de H. ringens das popula¢@es utilizadas no estudo.

Municipio Latitude (S) Longitude (W) Voucher
Santa Maria 29,634999 53,878889 L. Leite e L. Essi, Nrol
Cacapava do Sul 30,438611 53,447222 L. Leite e L. Essi, Nro2
Sao Francisco de Assis  29,594167 55,13111 L. Leite e L. Essi, Nro3
Séo Pedro do Sul 29,607386 54,302583 L. Leite e L. Essi, Nro4

Preparacdo dos extratos aquosos

Os extratos aquosos foram preparados a partir das folhas secas de H. ringens
e foram utilizadas duas concentragbes 4g.L1, 8g.L! para cada uma das quatro

populacdes conforme mostra a Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Lista dos tratamentos do teste Allium cepa.

Tratamentos Concentracdes e Populagdes
Tratamento 1 (T1) Agua (controle negativo)
Tratamento 2 (T2) Glifosato 2% (controle positivo)
Tratamento 3 (T3) 4g.L! — Santa Maria (SM)
Tratamento 4 (T4) 8g.L'1 — Santa Maria (SM)
Tratamento 5 (T5) 4g.Lt — Cagapava do Sul (CP)
Tratamento 6 (T6) 8g.L — Cacapava do Sul (CP)
Tratamento 7 (T7) 4g.L"! — S&o Francisco de Assis (SF)
Tratamento 8 (T8) 8g.L"1 — Sd0 Francisco de Assis (SF)
Tratamento 9 (T9) 49.L" — S&o Pedro do Sul (SP)

Tratamento 10 (T10) 8g.L1 — Sdo Pedro do Sul (SP)

As folhas foram pesadas e postas em agua destilada para aquecer. Apés

ebulicdo foram deixadas em infusdo por 10 minutos. Em seguida, os extratos foram
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coados e resfriados a temperatura ambiente para posteriormente serem utilizados

como tratamentos nos bulbos de Allium cepa (Figura 3.2).

Figura 3.2 — Infusdes preparadas com as folhas secas de H. ringens. A numeragéo identifica os
tratamentos do experimento conforme a Tabela 3.2: T5 — Tratamento 5; T6 — Tratamento 6; T7 —
Tratamento 7; T8 — Tratamento 8; T9 — Tratamento 9; T10 — Tratamento 10; T3 — Tratamento 3; T4 —
Tratamento 4.

Fonte: Leite L.G.

Para determinar o indice mitGtico e avaliar as possiveis alteragfes celulares foi
utilizado o tecido meristematico das radiculas de A. cepa. Na etapa inicial, 40 bulbos
de cebola adquiridos em fornecedor do municipio de Santa Maria, tiveram suas
antigas raizes raspadas e essas colocadas para enraizar em agua destilada durante
72 horas. Apés o enraizamento, formaram-se 10 grupos (tratamentos) cada um com
4 bulbos (repeticdes) para serem submetidos aos tratamentos por um periodo de 24
horas. Para controle negativo foi utilizada agua destilada e para controle positivo,
glifosato a 2%, comprovadamente indutor de alteragbes cromossdmicas em células
meristeméaticas de A. cepa. Decorrido o tempo de tratamento, as raizes foram
coletadas e fixadas em etanol: acido acético (3:1) por 24 horas e posteriormente
armazenadas sob refrigeracdo em etanol 70% até sua utilizagéo para a confeccéo das

[Aminas.

Preparacao das Laminas

As laminas foram preparadas utilizando-se de uma metodologia adaptada de
Guerra e Souza (2002). Radiculas com aproximadamente 5 mm foram hidrolisadas
em HCI 1N por 5 minutos e, ap6s lavadas em agua destilada, sendo essas utilizadas
para a andlise da divisdo celular das raizes dos bulbos de cebola. A regido
meristematica foi esmagada com auxilio de um pequeno bastdo de vidro, aplicada a

uma gota do corante orceina acética 2% sobre o material e colocada uma laminula.



48

As laminas foram observadas ao microscopio 6ptico com o0 aumento de 40X, e entdo
analisadas. Foi realizada a contagem total de células do campo em divisdo ou nao,
levando em consideracdo as analises das fases da divisdo celular e alteracbes
cromossOmicas.

Na andlise das laminas foram contadas 500 células para cada uma das duas
laminas de cada bulbo. Ao todo foram 1.000 células por bulbo, quatro repeticdes para
cada um dos dez tratamentos, totalizando 40.000 células analisadas. O indice mitGtico
foi obtido pela divisdo do numero de células em divisbes pelo niumero total de células
observadas multiplicado por 100, obtendo-se o valor de IM em porcentagem (%). IM
= (células em divisdo/numero total de células observadas) x 100. O potencial

genotoxico é relacionado a quantidade de alteracdes celulares encontradas.

Anélise Estatistica

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os resultados
obtidos pelo teste de Allium cepa foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA)
pelo teste de comparacdo de médias Scott-Knott, através do software SISVAR, com
5% de probabilidade (BONCIU et al., 2018; FERREIRA; SISVAR, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3.3 sédo apresentados os valores das células analisadas em cada
uma das fases da divisdo celular, bem como o indice mitético (IM). Em comparacao
com o controle negativo (IM=7,1), os demais tratamentos se mostraram
significativamente diferentes deste, o que foi observado pela ocorréncia de um efeito
inibitério nas divisdes celulares nos tratamentos com H. ringens. O tratamento T10
mostrado em (Figura 3.3B), mostra a forte acdo antiproliferativa com a auséncia de

divisdes celulares.
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Tabela 3.3 — indice mitdtico em cada um dos tratamentos e nimero de células encontradas em cada
fase do ciclo celular.

Tratamento Interfase  Préfase Metafase Anéfase Telofase IM%
T1 - Agua 3716 134 65 27 58 71c
T2 — Glifosato 2% 3883 80 19 5 13 29b
T3-4g.L*SM 3876 118 0 1 5 3.1b
T4 -8g.Lt SM 3984 16 0 0 0 0,4 a
T5-4g.L1CP 3837 161 1 0 1 4b
T6-8g.L1CP 3968 28 0 0 4 0,8a
T7 -49.L1SF 3892 117 1 1 4 3b
T8 —8g.L1 SF 3877 84 8 0 16 2,7b
T9 -4g.L1SP 3979 21 0 0 0,5a
T10-8g.Lt SP 3996 4 0 0 0,1a

*Letras diferentes na Ultima coluna indicam diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05). IM = Indice Mitético; SM — Santa Maria; CP — Cacgapava do Sul; SF — Séo
Francisco de Assis; SP — Sao Pedro do Sul.

Esses resultados, por meio do teste Allium cepa, sdo semelhantes aos efeitos
ocorridos em outras lamidceas que possuem Oleos essenciais com propriedades
medicinais como Plectranthus barbatus Andrews, Mentha spicata L., Lavandula
angustifolia Mill. (BARDAWEEL et al., 2018; BEZERRA, OLIVEIRA, 2016; NIKSIC et
al, 2016). Os compostos quimicos presentes no 6leo essencial de H. ringens como 0s
terpenos (pulegona, limonemo e linalol) e compostos fendlicos (acido rosmarinico)
podem também ser 0s responsaveis por promover este tipo de acdo (DOLWITSCH et
al, 2020; RIBEIRO et al., 2010; ROSA et al., 2019; TONI et al., 2014; VON POSER et
al., 1996). Mentha pulegium L., também apresentou efeito antiproliferativo com a
aplicacdo do mesmo teste deste experimento. M. pulegium, que assim como H.
ringens tem como seu principal composto a pulegona, porém com a combinacdo de
compostos diferentes formadores do 6leo essencial que variam de espécie para
espécie (TEDESCO et al., 2012).

Nos tratamentos a 4 g.L!, tratamentos T3, T5 e T7, ndo diferiram
estatisticamente entre si, 0 que ndo ocorreu em T9. A populacao de Sao Pedro do Sul
apresentou baixo indice mitético decrescendo ainda mais ao dobrar a concentragao.

De maneira semelhante, os tratamentos T4, T6 e T10 a 8 g.L?, também n&o diferiram
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entre si, com excecdo de apenas um tratamento, T8. A populacdo de Sao Francisco
de Assis mesmo na concentra¢cdo mais alta manteve alto indice mitotico.

As diferencas significativas no ciclo celular entre as populacdes podem ser em
decorréncia a diversos fatores. Embora tenham sido utilizados os mesmos
procedimentos (extracdo, secagem e preparacao das infusdes), fatores ambientais
como o clima, relevo, altitude, épocas do ano, e também fatores internos como a
diversidade genética entre as populacbes podem influenciar na variabilidade e
porcentagem do 06leo essencial contidos nas folhas (GASMALLA et al., 2017; LIMA;
KAPLAN; CRUZ, 2003; PRINS; VIEIRA; FREITAS, 2010).

A sazonalidade é um fator importante, mas que neste caso ndo se mostra o
principal responsavel pela distincdo nos resultados. Pinheiro et al. (2016) observaram
em H. ringens que a maior quantidade de 0Oleo essencial se da nas épocas de
primavera e verdo. As coletas que foram realizadas nestas estacbes foram as
populacées em Cacapava do Sul, Sdo Francisco de Assis e Sdo Pedro do Sul. A Gnica
populacdo coletada no inicio no inverno foi em Santa Maria. Porém, as variadas
coloracdes das infusbes, como mostra a Figura 3.2, sugerem que o0s resultados
encontrados possuem outros fatores que se sobressairam (FIGUEIREDO et al.,
2008).

Labra et al. (2004) destacou variacdes do 6leo essencial em decorréncia de
diferentes caracteristicas morfoldgicas nas plantas: variacdes de altura, comprimento,
largura e distintas formas de folhas. Neste caso, o crescimento e o desenvolvimento
influenciados pelos ambientes de cada populacdo e caracteristicas genéticas sédo
também fatores que tém sua importancia e devem ser levados em consideracgao.

De forma geral, os resultados mostraram diferencas significativas na
comparacdo entre controle negativo, 4 g.L' e 8 g.L’ Isso indica a acdo
antiproliferativa em diferentes niveis de forma crescente e de acordo com a
concentracéo aplicada.

Com relacdo as andlises do comportamento dos cromossomos, o tratamento 4,
foram observadas alteracdes cromossdmicas, sendo a formacdo de pontes em
telofases em apenas duas células das laminas analisadas (Figura 3.3C,D). Nao foram
encontrados micronucleos nos tratamentos. Esta populacdo (Santa Maria) foi a
primeira a ser coletada e permaneceu armazenada até ocorrerem todas as demais

coletas.
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Figura 3.3 — Analise mitética em Allium cepa L.: (A) Células em divisao celular em T1: agua. Destaque
para metafase e anafase; (B) Células em interfase em T10: 8g.L* SP; e (C,D) Formag&o de pontes em
T4: 8g.L* SM. Escala = 20 pm.

Fonte: Imagens registradas no microscopio eletrénico.

A forma, as condicdes e o periodo de armazenamento causam variagdes nos
efeitos bioldgicos dos 6leos essenciais. Laher et al. (2013), mostraram que maiores
periodos de armazenamento indicam alterac6es nas propriedades antibacterianas e
antioxidantes, na quantidade de compostos fendlicos e até formacdo de novos
compostos, consequentemente, novas propriedades. Em Hyptis pectinata (L.) Poit.,
gue também apresenta terpenos no 0Oleo essencial, foram relatadas mudancas na
composicdo quimica pela influéncia da temperatura e do tempo de armazenamento
(JESUS et al., 2016).

De forma semelhante, em Mentha pulegium L. foram encontradas apenas duas

células com alteracées cromossémicas. (TEDESCO et al., 2012). Ainda assim, os
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resultados apresentados neste experimento corroboram com o0s resultados
encontrados por Bastaki et al. (2020), que apontam que a pulegona nao possui efeitos
mutagénicos ou genotoxicos. Por outro lado, em teste com o acido rosmarinico, outro
composto presente em H. ringens, foi detectado algumas irregularidades e efeitos
citotoxicos para este composto (DOLWITSCH el al., 2020; LIMAN; CIGERCI; GOKCE,
2018).

CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados conclui-se que os extratos aquosos de H.
ringens possuem efeito antiproliferativo, que foi destacado nas populagdes testadas.

A espécie ndo apresenta efeitos mutagénicos ou genotdxicos significativos.
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CAPITULO 4: DIVERSIDADE GENETICA DE Hesperozygis ringens (BENTH.)
EPLING (LAMIACEAE): SITUACAO ATUAL EM POPULACOES NATURAIS DO
RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

Leandro Gongalves Leite, Jean Lucca Soares Hofstadler Leonardo, Ana Cristina
Mazzocato, Liliana Essi

RESUMO

Hesperozygis ringens € uma espécie nativa e endémica do Rio Grande do Sul. Essa
planta arbustiva pertencente a Lamiaceae é encontrada em locais restritos nos solos
arenosos e pedregosos de alguns municipios. As populacdes registradas estao
situadas em &reas pouco preservadas e de frequentes atividades agricolas e
florestais. Esses e outros fatores, incluindo as poucas populagdes existentes, fazem
com gue a espécie seja classificada como ameacada de extincdo. Hesperozygis
ringens é conhecida como “espanta-pulga” devido as propriedades antiparasitarias
dos compostos quimicos de seu 6leo essencial. Porém, estudos concentrados na
caracterizacdo genética das populacdes e seu acompanhamento sao insuficientes. O
objetivo deste trabalho foi verificar a diversidade genética das populacfes de H.
ringens utilizando populag6es de quatro municipios: Cagapava do Sul, S&o Francisco
de Assis, Santa Maria e Sao Pedro do Sul. As folhas foram coletadas, armazenadas
em silica gel e transportadas ao laboratorio. Na extracdo de DNA total foi utilizado o
método CTAB e as amplificac6es foram realizadas com sete primers ISSR. Os dados
foram tabulados em planilhas Excel e analisados nos softwares: GenAlEx e Structure.
As amplificacfes resultaram em 384 loci e o percentual de loci polimoérfico apresentou
média de 59,44%. Foram registrados baixos indices de diversidade genética, com
médias de: indice de Shannon (I) = 0,267 e diversidade (h) = 0,170. O Teste de Mantel
indicou que ndo ha correlacdo significativa entre distancia genética e distancia
geogréafica. A AMOVA apontou que h& maior variancia dentro das populacdes (89%)
do que entre as populacdes (11%). Os graficos da PCoA e da inferéncia bayesiana
mostraram que a espécie apresenta boa estrutura populacional. As novas informacdes
de populagbes que ainda ndo haviam sido estudadas contribuiram significativamente
com a analise da variacdo das demais populacdes e na ampliacdo do entendimento
geral dessa espécie. Sao necessérias estratégias de preservacdo dos habitats das
populacdes estudadas e estratégias de reproducdo que aumentem a diversidade
genética da espécie.

Palavras-chave: Espécie Ameacada. ISSR. Bioma Pampa. Oleos Essenciais.
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INTRODUGCAO

Lamiaceae é uma familia botanica representada por diversas espécies
aromaticas de grande importancia, conhecidas principalmente pelo uso comercial: séo
medicinais, alimenticias e componentes de cosmeéticos. A familia apresenta 236
géneros e 7170 espécies distribuidas pelo mundo (GIULIETTI et al., 2005;
KARPINSKI, 2020). Em territorio brasileiro, ela é representada por 70 géneros e 589
espécies (ANTAR et al., 2021). Dentre essa diversidade esta inserido o género
Hesperozygis Epling, distribuido pelo sul e sudeste do Brasil com sete espécies
descritas, incluindo H. ringens (ANTAR; OLIVEIRA, 2021).

Esta espécie nativa € popularmente conhecida como “espanta-pulga” devido
aos efeitos biolégicos dos compostos quimicos presentes em seu 6leo essencial que
possui propriedades antiparasitarias (RIBEIRO et al. 2010; VON POSER et al., 1996).
Estudos posteriores identificaram outras caracteristicas e aplicacdes desses
compostos como: acdo anestésica e sedativa, acao alelopatica e acdo bactericida
(LIMA et al., 2020; PINHEIRO et al.,2017; ROSA et al., 2019; TONI et al., 2014).

O forte odor caracteristico dessa planta aroméatica é facilmente detectado nos
poucos locais, geralmente arenosos e pedregosos, onde ela € encontrada no Rio
Grande do Sul. E uma planta arbustiva (Figura 4.1) que apresenta flores tipicas das
lamiaceas: pentameras, bilabiadas, zigomorfas e diclamideas. Apresenta folhas
opostas de forma ovada, consisténcia membranacea, indumento piloso a tomentoso,
as bases e apices sao agudos e a margem da folha é inteira ou crenulada (ANTAR,;
OLIVEIRA, 2021; DREW; SYTSMA, 2012; VIANA et al., 2018).
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Figura 4.1 — Hesperozygis ringens em seu habitat: (A) morfologia de uma flor tipica das lamiaceas;
(B) espécie com habito arbustivo.

Fonte: Leite L.G. e Essi L.

Ainda que os estudos com a espécie em varias areas de acdo sejam
promissores, H. ringens apresenta poucas populagdes registradas e esta presente na
Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameacadas de Extingcdo como vulneravel
(VU) (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2014). As primeiras populacdes
encontradas situam-se na regiao sudoeste do estado em Alegrete e Sdo Francisco de
Assis e proximas a regido da campanha em Cacapava do Sul (FRACARO;
ECHEVERRIGARAY, 2006; VON POSER et al., 1996). Recentemente, foram feitos
mais dois registros na regiao central do estado nos municipios de Santa Maria e Sao
Pedro do Sul (Figura 4.2) (DE MENEZES; ESSI, 2016; PIRES et al.,, 2020;

SCHAEFER; ESSI, 2017).
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Figura 4.2 — Mapa de distribuicdo das populacdes de H. ringens no Rio Grande do Sul
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Fonte: Mapa construido no software Qgis.

Além disso, as éareas em que essas populacdes estdo passam por
transformacdes ocorrentes desde longos periodos, que resultam na perda de habitats
e na diminuicdo da diversidade biolégica. Os campos sulinos do Brasil ja perderam,
nas suas Ultimas décadas, 50% de sua cobertura natural (ANDRADE et al., 2015
CORDEIRO; HASENACK, 2009; STAUDE et al., 2018). No Rio Grande do Sul, a
reducdo é ainda maior, com somente 30% da area de todo o estado apresentando
cobertura natural.

Processos fisicos, quimicos e biolégicos ocorrem naturalmente nos
ecossistemas e modificam a paisagem. Contudo, o uso da terra de maneira
indiscriminada pelo ser humano, o torna o principal agente causador de mudancas de
grande impacto em periodos curtos de tempo. As populacbes de H. ringens estéo
situadas em regides do bioma Pampa e em regibes em transicdo deste com a Mata
Atlantica. Dos 30% de area ainda preservada do Pampa, a maior parte sdo formacdes
campestres. Atividades na agricultura e silvicultura tém expansao acelerada, em
contrapartida a pecuaria mantém certa integridade de areas por usar campos nativos
(CORDEIRO; HASENACK, 2009).
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Processos naturais como o0 de arenizagdo ocorrem principalmente em
decorréncia da acdo dos ventos e da precipitacdo, causando movimentacao do solo,
soterramentos e retirada da cobertura vegetal e, consequentemente, promovendo
modificacdes nas regides do sudoeste do Rio Grande do Sul (DE FREITAS et al.,
2010; FREITAS et al., 2009; ROVEDDER et al., 2005). O patrimbénio genético do
Pampa, Unico pela diversidade vegetal que conta com espécies nativas e ameacadas,
se torna mais vulneravel em relacdo a outros biomas por ndo ser prioridade de
conservacao e devido ao baixo nivel de protecdo ambiental (DE FREITAS et al., 2020;
OVERBECK et al., 2015).

Devido a todos esses fatores que tornam H. ringens ameacada e a escassez
de informacdes sobre a espécie, € fundamental um estudo para a compreenséao da
variabilidade genética e estrutura populacional, visto que estes representam o
principio para adaptacdo e permanéncia das espécies. Popula¢cdes com reducgbes
drasticas de tamanho e fragmentacéo de habitat podem levar a gargalos resultando
em alta endogamia e diminuicdo da diversidade genética (GONZALEZ et al., 2020;
HATZIKOTOULAS; GILLY; ZEGGINI, 2014).

No presente trabalho optou-se pela utilizacdo de marcadores moleculares Inter
Simple Sequence Repeat (ISSR) pela vantagem de ser um marcador com alto
polimorfismo de bandas, sem a necessidade do conhecimento prévio do genoma da
espécie (GROVER; SHARMA, 2016; HOFFMANN, BARROSO, 2006; NADEEM et al.,
2018). Fracaro & Echeverrigaray (2006) conduziram um primeiro estudo sobre a
variabilidade genética da espécie utilizando marcadores ISSR e RAPD em populacdes
de Alegrete, Sdo Francisco de Assis e Cacapava do Sul. Dentre as populacdes
utilizadas, elas se mostraram bem estruturadas, com pouca variabilidade
intraespecifica, porém significativamente distintas entre as populac¢des, presumindo a
ocorréncia de fenbmenos de deriva genética e endogamia (FRACARO;
ECHEVERRIGARAY, 2006).

Com a inclusdo de populacdes da regido central e informacdes sobre o cenario
atual da espécie, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética de
populacdes de H. ringens utilizando marcadores ISSR e, dessa forma, contribuir com

mais informacdes relevantes para o conhecimento e conservacao da espécie.
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

As plantas foram coletadas em populacdes localizadas em quatro municipios
do Rio Grande do Sul: Cagapava do Sul, Santa Maria, Sdo Francisco de Assis e Sao
Pedro do Sul, com as devidas licencas ambientais (SISBIO). Foram coletadas folhas
de aproximadamente trinta individuos distintos de cada populacdo e, apos,
transportadas em sacos plasticos com silica gel onde permaneceram armazenadas
em temperatura ambiente até a extracdo do DNA. Uma amostra de cada populacdo
foi herborizada e depositada como voucher no Herbario SMDB da Universidade
Federal de Santa Maria, como mostra a Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Lista dos vouchers de H. ringens das popula¢des utilizadas no estudo.

Municipio Latitude (S) Longitude (W) Voucher
Santa Maria 29,634999 53,878889 L. Leite e L. Essi, Nrol
Cacapava do Sul 30,438611 53,447222 L. Leite e L. Essi, Nro2
Sao Francisco de Assis  29,594167 55,13111 L. Leite e L. Essi, Nro3
Sao Pedro do Sul 29,607386 54,302583 L. Leite e L. Essi, Nro4

Isolamento do DNA total

A extracdo do DNA total foi realizada através do método CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio) descrito por Doyle e Doyle (1987), adaptado a tubos de
microcentrifuga. Foi utilizado 50 mg de material foliar macerados em nitrogénio
liquido. A integridade e a quantificagdo do DNA foi analisada por eletroforese em gel
de agarose 0,8%, corado com GelRed, em tampdo TBE 0,5X (Tris, acido boérico,
EDTA). As amostras foram comparadas com DNA padrao (A). Aliquotas padronizadas
(20-25 ng de DNA) para as reacdes de PCR foram preparadas em agua ultrapura

esteéril.
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Amplificagcdo ISSR-PCR

Ao todo foram testados 25 primers, e selecionados 0s primers com maior
repetibilidade e informacao. As reac6es de PCR foram realizadas em volume final de
25 pL, contendo: H20 ultrapura (16,3 pL), Buffer 10X “com 20 Mm MgCl2” (2,5 uL),
MgCl2 25 mM (2 pL), primer (1 pL), 200 uM dNTP (1pL), Taqg DNA polimerase (0,2 pL)
e DNA amostral (1 pL). As amplificacbes foram desenvolvidas utilizando um
termociclador (MJ Research Minicycler). As condicbes de amplificacdo foram
estabelecidas em: um ciclo inicial de 5 min a 94 °C; seguido por 40 ciclos a 94 °C por
1 min (desnaturacéo); 45 seg a temperatura especifica de cada primer (anelamento);
2 min a 72 °C (extensdo); e uma extensado final de 5 min a 72 °C. Os produtos
amplificados foram separados por eletroforese em gel agarose 1,4% em tampéao TBE
0,5X sob voltagem constante de 100 volts. Os produtos amplificados foram
comparados para determinacao de tamanho com dois ladders (50 pb e 1Kb). Os géis
foram corados com GelRed e as bandas visualizadas sob luz ultravioleta, em
transiluminador (HOEFER-MacroVue/UV-20).

Anélise de Diversidade Genética:

Matrizes no Excel foram elaboradas com os produtos amplificados obtidos na
analise dos géis ISSR, codificando a presenca ou auséncia dos fragmentos, na
construcdo de uma matriz binaria (0,1). As matrizes foram utilizadas com as seguintes
analises no software GenAlEx 6.5: Frequéncia e Padrdes de Bandas, Teste de Mantel,
PCoA (Analise de Coordenadas Principais) e AMOVA (Andlise de Variancia
Molecular). O dendrograma UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) foi construido no software PowerMarker e a inferéncia de cluster bayesiana foi

realizada utilizando os softwares Structure e Structure Harvester.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos primers ISSR testados para Hesperozygis ringens, foram

selecionados sete primers para a amplificacdo das amostras das quatro populagdes.
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As sequéncias, as condicbes de anelamento e o numero de bandas estdo
apresentadas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Nimero de fragmentos obtidos através de marcadores moleculares ISSR em cada
primer.

Cédigo Sequéncia T.°Cde Média de Bandas
Anelamento SM CP SF SP
P2 GAGAGAGAGAGAGAGAT 46°C 7 4 5 7
F4 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 46°C 6 8 10 7
P3 CTCCTCCTCCTCRC 50°C 7 7 9 8
P4 CTCTCTCTCTCTCTCTG 50°C 7 6 7 6
pP7 CTCTCTCTCTCTCTCTT 50°C 3 5 6 6
04 ACACACACACACACACC 54°C 5 5 6 6
13 ACACACACACACACACCT 54°C 6 8 7 7

Y =CouT;R=AouG; populagbes: SM — Santa Maria; CP — Cacapava do Sul; SF — S&o Francisco
de Assis e SP — S&o Pedro do Sul.

Os produtos amplificados com os diferentes primers variaram entre 225 pb e
3500 pb. Os padrdes e numero de bandas de cada primer variaram entre populacdes
e entre os individuos, o que proporcionou identificarmos e analisarmos uma grande
guantidade de loci (384). A Tabela 4.3 apresenta o percentual de loci polimérfico, que

resultou na média de 59,44%.

Tabela 4.3 — Médias de indices de diversidade genética para os sete primers, obtidas pelo GenAlIEXx.

Populacao P (%) Na Ne I H
Santa Maria 55.47 1.109 1.249 0.250 0.159
Cacapava do Sul 60.94 1.219 1.255 0.262 0.165
Séo FrA"j‘S”;'SSCO de 64.84 1297 1297 0293  0.187
Sao Pedro do Sul 56.51 1.130 1.268 0.265 0.170
Média 59.44 1.189 1.267 0.267 0.170

P — Percentual de loci polimorfico; Na — Nimero de alelos diferentes; Ne — Numero de alelos efetivos;
| — Indice de Shannon e h — Diversidade

A populagédo de S&o Francisco de Assis (SF) foi a que apresentou o maior
percentual de loci polimorfico seguido de Cacapava do Sul (CP), Sdo Pedro do Sul
(SP) e Santa Maria (SM). Segundo os resultados de Fracaro e Echeverrigaray (2006),
as analises com ISSR resultaram em média de 45% das bandas polimorficas para

todas as quatro populacdes estudadas. As amostras coletadas eram dos municipios
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de Alegrete, Cacapava do Sul e Sao Francisco de Assis. Estes autores também
detectaram alta porcentagem de polimorfismo com a utilizagdo de marcadores
moleculares RAPD (70,63%), embora que este tipo de marcador amplifica regides
aleatdrias do genoma diferentemente dos ISSR que amplificam regibes conservadas
entre os minissatélites.

O indice de informacéo de Shannon () que relaciona a rigueza com a equidade
se mostrou baixo para as populacdes de H. ringens com média de 0,267. O baixo valor
de indice de diversidade (h) também foi observado nas populacdes com a média de
0,170. Ainda assim, destaca-se que a populacdo de SF foi a Unica que apresentou
valores acima das médias dos respectivos indices.

A Figura 4.3 mostra os padrbes de bandas para as diferentes populagdes,

incluindo o nUmero total de bandas, bandas comuns, bandas Unicas e a diversidade.

Figura 4.3 — Padrdes de bandas das quatro populacdes de H. ringens. Santa Maria (SM), Cacapava
do Sul (CP), Sdo Francisco de Assis (SF) e Sdo Pedro do Sul (SP). h — Diversidade

Band patterns across populations
300 0,300 > mm No. Bands

% 200 0,200 §>D s No. Bands Freq. >= 5%
3 100 0,100 § No. Private Bands
2 ’ o

0 0,000 g No. LComm Bands (<=25%)

SM cP SF SP mmm No. LComm Bands (<=50%)
Populations —— Mean h

Fonte: Software GenAlEx

Popula¢des com maior porcentagem de loci polimérfico também apresentaram
maior nimero de bandas proporcionalmente: SF (249), CP (234), SP (217) e SM (213).

Os valores de numero de bandas e percentual de loci polimérfico sdo mais
aproximados nas populacoes de SP e SM. Essa relacdo de dados poderia ser
explicada pela distancia geografica entre ambas que configuram as duas populacdes
mais préximas uma da outra (40 km). Porém, o Teste de Mantel (Figura 4.4A) mostra
o valor de R? = 10,0086, o que indica que ndo ha correlacao significativa entre distancia
genética e distancia geografica para as populagées de H. ringens. A co-ancestralidade

das populagbes €é apresentada nos grupos formados no UPGMA gerado no
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PowerMarker. De acordo com o dendrograma, foi evidenciado que as populacdes de
Cacapava do Sul e S&o Francisco de Assis compartilham mais similaridades entre si,
consecutivamente sdo similares a populacdo de Santa Maria, enquanto que a
populacdo de Sao Pedro do Sul apresenta maior divergéncia com relacdo as demais
(Figura 4.4B). Este agrupamento € corroborado pela analise de PCoA (Figura 4.5),

onde a populagédo de Sao Pedro do Sul aparece como a mais isolada.

Figura 4.4 — (A) Teste de Mantel que mostra a correlacao entre distancia genética e distancia geografica
e (B) UPGMA com informacgdes sobre a co-ancestralidade das quatro popula¢ées de H. ringens. GD —
Distancia genética; GDD — Distancia geogréfica; SM — Santa Maria; CP — Cagapava do Sul; SF — S&o
Francisco de Assis e SP — Sdo Pedro do Sul.

SP
A GD vs GGD B
18000,000
16000,000 -
14000,000 - -
12000,000
8 10000,000 - y T
o 2888'888 1 y=-74,165x + 14819
’ h 2 _
4000,000 - R=0,0086
2000,000 |
0,000 : : : ——cr
0,000 20,000 40,000 60,000 80,000
GD Y
——Linear (Y)
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Fonte: Software GenAlEx e PowerMarker.

A Figura 4.5 mostra o grafico da analise das coordenadas principais (PCoA).
De forma nitida, € possivel perceber que os individuos formam agrupamentos que

delimitam as populacdes.
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Figura 4.5 — Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) das quatro populacées de H. ringens.
Populac¢des: SM — Santa Maria; CP — Cacapava do Sul; SF — S&o Francisco de Assis e SP — S&do Pedro
do Sul.

Principal Coordinates (PCoA)

5 4 352
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Fonte: Software GenAlEx

Essa configuracdo indica que as populacfes estdo bem estruturadas, o0 que
também confirma os resultados de Fracaro e Echeverrigaray (2006). Segundo os
autores, ha baixo fluxo génico entre populacdes mais distantes, porém, quando
analisaram duas populacées do mesmo municipio (CP), este fator mostra-se menos
limitado.

Entre outros pontos interessantes a serem observados no grafico, destaca-se
a populacdo de SP como a populagdo em que seus individuos ndo ultrapassam areas
em conjunto com outras populacdes, sendo as mais isoladas. E percebido também
que esta populagdo apresentou o maior numero de bandas Unicas (Figura 4.3).

A Tabela 4.4 mostra a Anélise de Variancia Molecular (AMOVA). Os resultados
indicaram que 11% da variancia molecular € devido as diferencas entre as populacdes

e 89% da variancia molecular é devido a divergéncia dentro das populagdes.
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Tabela 4.4 — Analise de Variancia Molecular (AMOVA) das quatro populacées inferidas de H. ringens
produzido no GenAlEX.

GL SQ MQ 5;: %  Stat Valor P
Entre 3 360988 120329 4.294 11  PhiPT 0.111 0.001
Pops
Dentro 76 2618.850 34.459 34.459 89
Pops
Total 79  2979.838 38.752 100

Dessa forma, embora as populacfes formem grupos bem estruturados, a maior
variabilidade encontrada na espécie esta entre os individuos das populacdes a qual
pertencem. Os resultados das populacdes do primeiro estudo diferem destes pois
apresentavam pouca Vvariabilidade intrapopulacional. Esse fato pode ser
compreendido por terem sido utilizadas populacées de maior similaridade, como as
populacdes de SF e CP que formaram um anico agrupamento (Figura 4.7). Neste
estudo, com a insercéo de populacdes da regido central, as populacdes se mostraram
bem estruturadas e com menor similaridade entre si.

Além dos agrupamentos formados na PCOA, a estrutura populacional foi
analisada pelo numero de clusters das amostras estimados a partir do valor ideal de
K. Os dados foram verificados no Structure Harvester que apresentou um pico em K
= 3 (Figura 4.6).

Figura 4.6 — Delta K (AK) para diferentes nimeros estimados de populagdes (K).

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd{L(K))

1500

1000 |

Delta K

Fonte: Structure Harvester.
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A andlise de inferéncia bayesiana separou os individuos das quatro populagfes
em trés clusters genéticos (Figura 4.7). Populacdes inteiras foram agrupadas em um
anico cluster. A maior parte dos individuos com cores muito bem definidas
representaram seus respectivos clusters, sem a ocorréncia de mistura entre individuos
de municipios diferentes. O gréafico uniu as popula¢gdes de CP e SF em um mesmo
grupo. Essa similaridade mais uma vez reforca que as distancias geograficas nem
sempre sao fatores determinantes, pois elas correspondem as duas populacdes mais

distantes uma da outra (190 km).

Figura 4.7 — Gréfico de barras mostrando a estrutura genética das popula¢des de H. ringens usando o
meétodo Bayesiano. SM (1), CP (2), SF (3) e SP (4).

1(1) 3(1) 5(1) ko) a(1) 1171 13(1)y 1501 17(1)  18(1)  21(2)  23(2) 25(2) 27(2) 29(2) 31(2) 33(2) 35(2) 37(2) 39(2) 41(3) 43(3) 45(3) 47(3) 49(3)

1001 12(1) 1401 16(1)  18(1)  20(1)  22(2)  24(2) 26(2) 28(2) 30(2) 32(2) 34(2) 36(Q) 3B(2) 40(2) 423 44(3) 46(3) 48(3) 50(3)

201 4(1) 6(1) 8(1)

51(3) 53(3) 55(3) 57(3) 59(3) !3'1(41)I 5‘3(4)‘ 5'5(4)' EI7(4)‘ 5‘9(4)' 7'1(&)' 7‘3(A)‘ 7'5(4)' 7'7(4)‘ 7‘9(4)]
52(3) 54 56(3)  58(3 B0 B2(4 B4 BB  BB(A) 704 724 74 764 784 BO(H

Fonte: Software Structure.

ImplicacBes para a Conservacao

Hesperozygis € um género que pode ser agrupado como membro da tribo
Mentheae que, assim como outros grupos da subfamilia Nepetoideae, possuem
mericarpos como unidade de dispersao funcional. Ao longo da evolucéo € destacada
a transicdo de quatro estames para dois como uma caracteristica notavel dentro de
Lamiaceae. Essa mudanca € representada com maior importancia dentro da tribo
Mentheae, pois a reducdo no niumero de estames se configura como um inicio para a
evolucdo do mecanismo de alavanca estaminal, importante na polinizacdo e
proliferacdo das espécies. Esse mecanismo surgiu mais de uma vez e, em alguns
casos, ja ocorreram reversfes para quatro estames novamente. Hesperozygis é um
dos géneros atuais que manteve a reducéao (DREW; SYTSMA, 2012).

Além de conhecer os seus mecanismos de reproducao, a situacao de risco em
que a espécie se encontra indica a necessidade de buscar metodologias que deem

ainda mais suporte na reproducéo e propagacdo dos individuos. A propagacdo por
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meio da estaquia foi verificada em H. ringens. Os resultados mostraram ser um
método viavel com alta taxa de enraizamento (SIQUEIRA et al., 2020).

As populagbes de H. ringens das regides do oeste do estado s&o mais
vulneraveis pelos processos de arenizacdo de grandes areas e por estarem as
margens de rodovias que apresentam sinais de queimadas e degradacao do ambiente
por interferéncias antrdpicas. Outro fator que gera vulnerabilidade é a negligéncia por
parte dos governos na baixa adesédo de areas no sul do pais como prioridade de
protecdo ambiental. Os registros das populacdes de H. ringens situam-se em areas
gue atualmente ainda néo fazem parte de Unidades de Conservagdo. De maneira
mais ampla, os desgastes e ameacas apresentados para a espécie estudada
englobam também outras espécies nativas e/ou ameacadas que se estabelecem nos
mesmos ecossistemas.

Elevadas taxas de extincdo e a degradacao dos ecossistemas, infelizmente,
ocorreram de forma acelerada nessas Ultimas décadas. Esses eventos, sem a
presenca do ser humano, levariam centenas de anos para ocorrer naturalmente
(CEBALLOS et al., 2015). Diante deste cenario, € fundamental priorizar essas areas
de grande diversidade biol6gica que vém sendo perdidas e investir no conhecimento
da biologia das espécies de plantas ameacadas e, inclusive, em estudos genéticos
gue Sao escassos.

Em um levantamento de 3134 espécies de plantas brasileiras ameacadas, 1931
delas ndo sdo encontradas em estudos de diversidade genética. E essas informacdes
se referem a todas as categorias de ameaca. As espécies mais citadas sdo de
interesse comercial, negligenciando muitas vezes o potencial e a importancia de uma
determinada espécie (ESSI et al., 2020).

Em 2002, a Estratégia Global para a Conservacdo das Plantas (GSPC) foi
estabelecida com o intuito de diminuir a perda da diversidade vegetal e contribuir para
o desenvolvimento sustentavel. O Brasil se comprometeu na tarefa de preparar a Lista
de Espécies da Flora do Brasil (2008-2015) e a Flora do Brasil 2020 (ainda em
andamento). Um dos obstaculos enfrentados é a crise politica e econdmica do Brasil
que interrompem as pesquisas cientificas no pais. A conclusdo da Meta 1 do GSPC
proporciona uma visdo mais completa e precisa de informacdes de quéo conhecidas
ou pouco conhecidas sédo as espécies da flora brasileira. Estes dados servirdo para
identificar areas prioritarias para conservacao e exploracao botanica (FILARDI et al.,
2018).
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CONCLUSAO

As populagbes de H. ringens apresentam boa estrutura populacional, apesar
dos indices de diversidade genética serem baixos. O estudo da espécie com a adicédo
das populagdes da regido central ampliou as informacdes da diversidade, pois elas
apresentam diferengas genéticas bem significativas. As similaridades entre algumas
populacdes ndo estdo relacionadas com as distancias geograficas. Os grupos
genéticos sdo bem definidos indicando o baixo fluxo genético entre eles.

O monitoramento das populacfes ao longo dos anos é de grande importancia
para se ter informac¢des do cenario mais recente e atualizado, tendo em vista 0s
grandes impactos de degradacéo e reducéo de habitats que surgem em poucos anos.
Estudos de biologia da polinizacdo da espécie ndo sdo encontrados na literatura. E
fundamental a busca por metodologias para aumentar a variabilidade genética da
espécie. A transferéncia de genes entre as popula¢des pode ser uma estratégia para
compensar a baixa transferéncia génica interpopulacional. E necesséaria a ampliacéo
das areas de protecdo ambiental, ainda mais por se tratarem de regides de interesse
para atividades agropecuarias. A insercdo da espécie em bancos de germoplasma
reforcariam na preservacdo do material genético e na possibilidade de novas
pesquisas desta planta promissora e endémica do Rio Grande do Sul.
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DISCUSSAO

A avaliagcdo dos extratos aquosos de Hesperozygis ringens fez-se necessaria
em decorréncia das atividades biologicas do 6leo essencial para uso de produtos
naturais. De forma geral, ao analisarmos os efeitos dos extratos aquosos sobre as
raizes de Allium cepa, ficou evidente a ocorréncia de efeito inibitério nas divisbes
celulares. Esse fenbmeno ocorreu na maioria das populacdes e mais perceptivel nas
concentracfes mais altas. O indice mitético (IM) do controle positivo foi de IM = 7,1%.
A média dos tratamentos das populagées a 4 g.L* foi de IM = 2,65%, comparado a 8
g.L! foi de IM = 1%.

Outras lamiaceas também apresentaram resultados semelhantes por meio do
teste Allium cepa como Lavandula angustifolia Mill., Mentha spicata L., Mentha
pulegium L. e Plectranthus barbatus Andrews (BARDAWEEL et al., 2018; BEZERRA,
OLIVEIRA, 2016; NIKSIC et al, 2016; TEDESCO et al., 2012). Os compostos quimicos
presentes no Oleo essencial de H. ringens podem ser 0s responsaveis por promover
efeitos antiproliferativos, entre eles, os terpenos e compostos fenélicos (DOLWITSCH
et al, 2020; RIBEIRO et al., 2010; ROSA et al., 2020; TONI et al., 2014; VON POSER
et al., 1996).

As diferencas nos resultados entre as populagdes podem ser em decorréncia
de fatores ambientais e genéticos que tém influéncia na variabilidade e porcentagem
do 6leo essencial contido nas folhas e consequentemente nos extratos aquosos
(GASMALLA et al., 2017; LIMA; KAPLAN; CRUZ, 2003; PRINS; VIEIRA; FREITAS,
2010). Assim sendo, 0s extratos aquosos ndo apresentaram efeitos citotéxicos ou
genotoxicos. Essas observacdes sdo positivas para prosseguimento de novos estudos
in vivo das propriedades biolégicas de Hesperozygis ringens. Sendo esta uma espécie
ameacada de extincdo, prop6s-se um novo estudo da caracterizagcdo genética de
quatro populacdes em diferentes municipios.

Na analise genética, a média de percentual de loci polimérfico foi de 59,44%.
Resultados encontrados estdo acima do percentual verificado no estudo de Fracaro e
Echeverrigaray (2006), que resultou em média de 45%. Porém neste trabalho também
foram incluidas duas populac¢des da regido central do Rio Grande do Sul. Os indices
de diversidade genética foram baixos: indice de informacgéo de Shannon (I) com média
de 0,267 e indice de diversidade (h) com média de 0,170.
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A estrutura das populacdes foi avaliada pela andlise das coordenadas
principais (PCoA) e pela analise de Inferéncia Bayesiana. As analises mostraram que
as populacdes correspondem a grupos bem definidos, o que pode ser resultado do
baixo fluxo génico como afirmam Fracaro e Echeverrigaray (2006). O valor ideal de K
apontou para trés clusters genéticos, unindo as populacées de Cacapava do Sul e
Sao Francisco de Assis.

Essa similaridade observada ndo esta relacionada pela proximidade, pois séo
as populacdes que correspondem as mais distantes uma da outra. Essa possibilidade
também indicou o Teste de Mantel com valor de R? = 0,0086, ou seja, sem correlacdo
significativa entre distancia genética e distancia geografica para as populacdes de H.
ringens. Como medidas de conservacdo, além da diversidade genética, séo
necessarios estudos que fornecem o conhecimento das melhores condicbes e
estratégias de reproducdo da espécie.

Nesse trabalho propds-se a avaliacdo da luz e da temperatura na germinagao
das sementes de H. ringens. Durante o experimento, aos sete dias apds a semeadura,
ja era possivel ver os primeiros sinais de germinacéo. O tempo médio de germinacao
variou entre 14 e 21 dias. Quanto mais rapido as plantulas emergirem do solo e
ultrapassem os estagios iniciais de desenvolvimento, menos vulneraveis serdo as
condicbes ambientais adversas (CARVALHO et al. 2020; SILVA et al., 2017).

As sementes germinaram tanto na presenca quanto na auséncia de luz. A
germinacdao na temperatura de 15 °C mostrou-se mais favoravel comparada as
temperaturas de 20, 25 e 30 °C. Embora a porcentagem de germinacéo tenha sido
variavel, estes resultados mostram a adaptabilidade da espécie em germinar em
amplas condi¢cbes de temperatura. Algumas lamiaceas apresentaram resultados
semelhantes como: Ocimum basilicum L. e Salvia hispanica L. (PAIVA et al. 2016;
STEFANELLO et al., 2015; KHAN et al., 2014).

Na temperatura de 30 °C, a mais alta testada, os resultados de germinacao
foram reduzidos. As temperaturas elevadas podem reduzir a germinagéo, causando
desorganizacao do processo germinativo (MARCOS FILHO, 2015; OLIVEIRA et al.,
2014). O estudo da germinacdo de sementes € uma tarefa primordial para conhecer
a capacidade das espécies vegetais de se estabelecerem com sucesso em
determinados habitats (CRISTAUDO et al., 2019).

Os locais onde estéo situadas as populacdes de H. ringens sao regides restritas

do bioma Pampa, que ndo sdo consideradas prioridade na protecio ambiental. E
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fundamental o monitoramento destas pareas e mais esfor¢cos dos governos para que
elas sejam incluidas nas Unidades de Conservacao do Brasil, para a preservacao das

espécies nativas e/ou ameacadas.
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CONCLUSAO

Os extratos aquosos de Hesperozygis ringens possuem efeito antiproliferativo
e nao apresentaram efeitos mutagénicos ou genotoxicos significativos. As populacdes
de H. ringens apresentam boa estrutura populacional, apesar dos baixos indices de
diversidade genética. As similaridades genéticas encontradas entre algumas
populacdes ndo estdo relacionadas com as distancias geograficas. Os grupos
genéticos estdo bem definidos o que indica o baixo fluxo genético entre eles. O teste
de germinacdo mostrou a temperatura de 15 °C como a mais favoravel,
independentemente da presenca ou auséncia de luz, no processo germinativo das
sementes de H. ringens.

Grande parte dos estudos realizados neste trabalho sdo pioneiros e visaram
contribuir com mais informacdes para o melhor entendimento da espécie. Ainda ha
escassez de pesquisas realizadas na morfologia vegetal onde foi perceptivel
diferencas interessantes entre os individuos de populacdes distintas. Nao séo
encontrados na literatura estudos sobre a reproducao e polinizacdo da espécie. Junto
ao andamento de novas pesquisas, € preciso seguir o acompanhamento das
populacdes existentes e a inser¢cdo de exemplares em bancos de germoplasma com
a finalidade de preservacédo do material genético da espécie. De forma mais ampla,

segue-se reforcando a necessidade de ampliacdo das areas de protecdo ambiental.
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