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RESUMO GERAL

ALAMINO, Douglas Alvarez. Caracteristicas agronémicas de fisalis (Physalis
pubescens L.) produzidas por diferentes métodos e substratos e aspectos
anatdomicos e fitoquimicos. 2011. 89 f. - Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Programa de Pés-Graduacdo em Agronomia, Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana. Pato Branco, 2011.

Physalis pubescens L., ou camapu, é uma planta herbacea, cujos frutos séo
comestiveis e folhas, caules e raizes utilizados na medicina tradicional, contra
diversas enfermidades. Como os estudos referentes a esta espécie sdo escassos 0
presente trabalho teve como objetivos: 1) avaliar os aspectos agronémicos de
plantas cultivadas por diferentes métodos e substratos, 2) descrever
anatomicamente as principais estruturas da plantas e 3) detectar a presenca de
compostos de interesse do metabolismo secundario. Para tanto, no primeiro ensaio
foram avaliadas plantas produzidas a partir de sementes e estacas herbaceas.
Como substratos foram utilizados: (SA) Solo + areia; (SV) Solo + vermiculita; (SP)
Solo + Plantmax; (SAV); Solo + areia + vermiculita e (S) Solo. Foram avaliados os
comprimentos da parte aérea e da maior raiz; area foliar; massas fresca e seca das
folhas, caules e raizes; e volume radicular. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, em um esquema fatorial de 2x5, com 10 repeticbes por
tratamento. No segundo ensaio, folhas, caules e flores foram submetidos a cortes
paradérmicos e transversais, fixados em FAA 70%, armazenados em etanol a 70% e
posteriormente, analisados por microscopia Otica e eletronica de varredura. No
terceiro ensaio, folhas oriundas de plantas cultivadas em vasos mantidos em casa
de vegetacdo foram secas, moidas e extraidas com hexano. O residuo seco
hexanico foi aplicado em coluna cromatografica, tendo como solventes de particao
diclorometano, acetato de etila, metanol e agua destilada. As fracbes foram
submetidas a cromatografia em camada delgada (TLC) e ressonancia magnética de
protons (RMN *H). O extrato bruto foi submetido & cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM). Para o primeiro ensaio observou-se interacéo
significativa entre os fatores substrato e método de propagacdo somente para
massa fresca e seca dos caules, com destaque para o método estaquia e 0S
substratos S, SA, SP. Para as demais variaveis ndo foram constatadas diferencas
significativas. Em relacdo aos aspectos anatdbmicos constatou-se que P. pubescens
apresenta lamina foliar hipoestomatica, mesoéfilo com a presenca de drusas;
idioblastos de areia cristalina dispersos aleatoriamente pelo peciolo, e tricomas
glandulares e eglandulares ao longo de toda a lamina foliar, caule, peciolo e pétalas.
O estudo fitoquimico por CG/EM revelou a possivel presenca do alcaldide
epistefamiersina (86% de probabilidade); também foram observados as presencas
de cumarinas, fisalinas, 6leo essencial, saponinas, triterpendides e taninos por TLC,
além de triterpenos e compostos aromaticos de baixa intensidade por RMN *H.
Diante destes resultados, conclui-se que P. pubescens possui caracteristicas
anatébmicas que auxiliam a diferencia-la das demais espécies do género, e que a
mesma sintetiza uma grande variedade de metabdlitos secundarios, com a estaquia
sendo o melhor método de propagacéo, independente do tipo de substrato.

Palavras — chave: anatomia vegetal; camapu; epistefamiersina; metabdlitos secundarios;

substratos.



ABSTRACT

ALAMINO, Douglas Alvarez. Agronomic characteristics of physalis (Physalis
pubescens L.) produced by different methods and substrates and anatomical and
phytochemical aspects. 2011. 89 f. - Dissertation (Master in Agronomy) - Graduate
Program in Agronomy, Federal Technological University of Parana. Pato Branco,
2011.

Physalis pubescens L., or Winter Cherry, is a herbaceous plant, whose fruits are
edible and the leaves, stems and roots used in traditional medicine against various
diseases. As the studies for this species are scarce this study aimed to 1) assess the
agronomic features of crops grown by different methods and substrates, 2) describe
the main anatomical structures of plants and 3) the presence of compounds of
interest secondary metabolism. For this, the first trials were evaluated plants grown
from seed and cuttings. The substrates were used: (SA) Soil + sand; (SV) Soil +
vermiculite, (SP) Soil + Plantmax; (SAV) Soil + sand + vermiculite and (S) Soil. We
evaluated the length of shoot and main root, leaf area, fresh and dry weight of
leaves, stems and roots and root volume. The experimental design was completely
randomized in a factorial scheme 2x5, with 10 replicates per treatment. In the second
trial leaves, stems and flowers were sectioned transverse paradermic and fixed in
FAA 70%, stored in 70% ethanol and subsequently analyzed by optical microscopy
and scanning electron microscopy. In the third essay leaves from plants grown in
pots in a greenhouse, were dried and extracted with hexane. The hexanic dry residue
was applied to the extraction chromatographic column, and as solvents for the
partition dichloromethane, ethyl acetate, methanol and distilled water. The fractions
were subjected to thin layer chromatography (TLC) and proton magnetic resonance
(NMR 'H). The crude extract was subjected to gas chromatography-mass
spectrometry (GC / MS). For the first test there was significant interaction between
the factors substrate and method of propagation only for fresh and dry weight of
stems, especially the cutting method and the substrate S, SA, SP. For the other
variables were not significantly different. Regarding the anatomy it was found that
P. pubescens leaf presents hypostomatic mesophyll with the presence of drusen,
crystalline sand idioblasts scattered randomly around the petiole, and glandular and
eglandular throughout the leaf, stem, petiole and flower petals. Phytochemical study
by GC / MS revealed the possible presence of alkali epistephamiersine (86%
probability) were also observed the presence of coumarins, physalins, essential oil,
saponins, triterpenoids and tannins by TLC, and triterpenes and aromatic compounds
of low NMR *H intensity. Given these results it is concluded that P.pubescens has
anatomical features that help differentiate it from other species of the genus, and that
it synthetizes a wide variety of secondary metabolites also that the cutting is the best
method of propagation, independent of substrate type.

Key - words: plant anatomy; winter cherry; epistephamiersine; secondary
metabolites; substrates.



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 — Estrutura quimica dO €rgoStan0..............eeeiieeeeiiiiiiiiiiiieiee e esiiieeeeeens 21

Figura 02 — Estruturas quimicas dos principais grupos de vitaesterdides encontrados
no género Physalis. Fonte: TOMASSINI et al., (2000) ... 22

Figura 03 — Etapas de preparo do extrato bruto das folhas de Physalis pubescens L.
e fracionamento cromatogréfico do residuo seco hexanico. UTFPR. Campus Pato
Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez Alamino. ............ccoviieeeiieeeiiiiiiiee e 60

Figura 04 — Espectros de RMN 'H (400 MHz — CDCl;) da fracdo acetato de etila
(EtOAC) obtida pelo fracionamento cromatografico do extrato bruto das folhas de
Physalis pubescens L. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.........ccccceeeeeevvvvevinnnnnnnn. 73

Figura 05 — Espectros de RMN 'H (400 MHz — CDCl;) da fracdo hidroalcéolica,
obtida pelo fracionamento cromatografico do extrato bruto das folhas de P.
pubescens. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. ........ccccoeeevviiieiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiiinn 74

Figura 06 — Cromatograma do extrato bruto das folhas de Physalis pubescens L.
evidenciando o pico de retencdo do composto epistefamiersina. UTFPR, Campus
Pato BrancCo, 201 1. ..o 75

Figura 07 — Estrutura molecular da epistefamiersina. UTFPR, Campus Pato Branco,
724 0 I SRRSO 75

Figuras 08 — Espectro de massa do composto epistefamiersina. ...........ccccccvvvvnnnnn.. 76



LISTA DE FOTOGRAFIAS

Fotografia 01 — Aspectos morfolégicos de Physalis pubescens L., onde (A) Planta
em estégio vegetativo; (B) folhas; (C) flores; (D) frutos; (E) sementes e (F) célice
inflado que envolve o fruto. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas
F N A= L= A0 AN I a1 1] T TP 19

Fotografia 02 — Aspecto visual da parte aérea das plantas de Physalis pubescens L.
produzidas por estaquia (A) e por sementes (B). UTFPR, Campus Pato Branco 2011.
Fonte: Douglas AlVarez AIGIMINO ...........uuiiiiiii s 34

Fotografia 03 — Aspecto visual das raizes produzidas por plantas de Physalis
pubescens L. propagadas por estaquia (A) e por sementes (B). Legenda: SA (Solo +
areia); SV (Solo + vermiculita); SP (Solo + Plantmax); SAV (Solo + areia +
vermiculita); S (Solo). UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez
=0 11 T SRR 38

Fotografia 04 - Secéo transversal da lamina foliar. Legenda: ead: epiderme adaxial;
pp: parénquima palicadico; plc: parénquima lacunoso; pcl: parénquima clorofiliano;
drs: drusas; vxl: vaso xilematico; eab: epiderme abaxial. UTFPR, Campus pato
Branco, 2011.Fonte: Douglas Alvarez Alamino .............ceiiiieeeiiieeiiiiiie e a7

Fotografia 05 — Fotomicrografia de varredura das seccfes paradérmicas de folhas
de Physalis pubescens L., evidenciando o aspecto anatdémico das células da face
abaxial (A) e adaxial (B). Legenda: est: estbmato; tce: tricoma eglandular. UTFPR,
Campus Pato Branco, 2011.Fonte: Douglas Alvarez Alamino e Marisa de Cacia
(@11 - PP PPPPPPPPPPPPP 48

Fotografia 06 — Seccdo paradérmica de folhas de Physalis pubescens L.,
evidenciando o grande numero de estdbmatos dispersos face abaxial. UTFPR,
Campus Pato Branco, 2011.Fonte: Douglas Alvarez Alamino ..........c.cccceevvevvvinnnnnnn.. 48

Fotografia 07 — Fotomicrografia de varredura da face abaxial das folhas de Physalis
pubescens L., A) nervura central (nvc) e os tricomas glandulares (tcg) e egladulares
(tce) presentes sobre a epiderme; B) detalhe dos tricomas glandular estipado e C)
eglandulares. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.Fonte: Douglas Alvarez Alamino
€ Marisa de Cacia OlIVEITA ........couuviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt eeeeeeees 49

Fotografia 08 - Seccdo transversal nervura principal. Legenda: ead: epiderme
adaxial; col: colénquima; tce: tricoma eglandular; xil: xilema; fl: floema; cam: cambio;
pf: parénquima fundamental; eab: epiderme abaxial. UTFPR, Campus Pato Branco,
2011.Fonte: Douglas Alvarez AlaminNo .........cccoooeiiiiiiiiiiii e 50

Fotografia 09 - Seccgéo transversal do peciolo, regido mediana. Legenda: ead:
epiderme adaxial; col: colénquima; fv: feixe vascular; trc: tricomas; id: idioblastos; xl:



xilema; fl: floema; pf: parénquima fundamental; eab: epiderme abaxial. UTFPR,
Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez Alamino .............ccccoeeeeeeeeennn. 51

Fotografia 10 - Seccédo transversal do caule, regido mediana. Legenda: epd:
epiderme; col; colénquima; trc: tricomas; xlI: xilema; fl: floema; fv: feixe vascular; pq:
parénquima; pm: parénquima medular; pcl: parénquima clorofiliano. UTFPR,
Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez Alamino ............ccccceeeeeeeeene.n. 52

Fotografia 11 — Fotomicrografias de varredura da face adaxial das pétalas de
Physalis pubescens L., evidenciando (A) a presenca de papilas (pap), tricomas
eglandulares (teg); e (B) detalhes das papilas e grdos de podlen (pdél). UTFPR,
Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez Alamino e Marisa de Cacia
(O 1= - 52

Fotografia 12 — Aspecto geral das fragcbes obtidas por fracionamento cromatogréfico
em coluna antes da evaporacdo dos solventes. Legenda: FDIC (Fracéo
diclorometano); FACE (Fracdo acetato de etila) FMET (Fracdo metanol) e FH,0O
(Fracdo hidroalcoolica). UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas
F NNV U4 A F= U 011 o P USRRPPUPUR 65

Fotografia 13 — Perfil cromatografico das fracdes do extrato bruto de P. pubescens
para alcaléides. Sistema de solventes para o0 desenvolvimento e revelacgéo,
respectivamente: tolueno:acetato de etila:metanol (7:2:1 v/v) e reagente de
Dragendorff. Legendas: DIC (fracdo diclorometano), ACE (fracdo acetato de etila),
ME (fracdo metanol) e H,O (fracdo hidroalcéolica). UTFPR, Campus Pato Branco,
2011. Fonte Douglas Alvarez AlamIN0 ........ccccoeeeeiiiiiiiiiii e 67

Fotografia 14 — Perfil cromatografico das fracées do extrato bruto de P. pubescens
para cumarinas. Sistema de solventes para o desenvolvimento e revelagéo,
respectivamente: tolueno:acetato de etila (9,3:0,7 v/v) e KOH etandlico a 5% + UV
(365nm). Legendas: DIC (fracdo diclorometano), ACE (fracdo acetato de etila), ME
(fracdo metanol) e H,0 (fracédo hidroalcoéolica). UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.
Fonte: Douglas Alvarez AlAmMINO ...........oouuuiuiiiiiie e e e e e 68

Fotografia 15 — Perfil cromatografico das fracées do extrato bruto de P. pubescens
para fisalinas. Sistema de solventes para o desenvolvimento e revelagao,
respectivamente: hexano:acetato de etila (3:7 v/v) e reagente fenol sulfarico.
Legendas: DIC (fracdo diclorometano), ACE (fracdo acetato de etila), ME (fracédo
metanol) e H,O (fracdo hidroalcéolica). UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte
Douglas AIVarez AlAMINO ..........uuiiiiieeiieeee e e e e e e e 69

Fotografia 16 — Perfil cromatografico das fracées do extrato bruto de P. pubescens
para 6leo essencial. Tolueno : acetato de etila (93:7 v/v) e reagente fenol sulfurico.
Legendas: DIC (fracdo diclorometano), ACE (fracdo acetato de etila), ME (fracdo
metanol) e H,O (fracdo hidroalcdolica). UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.Fonte:
Douglas AIVarez AIQMINO .......oouuuiiiiiiiie e 70



Fotografia 17 — Perfil cromatografico das fracdes do extrato bruto de P. pubescens
para saponinas e triterpendides. Sistemas de solventes para o desenvolvimento e
revelacdo, respectivamente: butanol:acido acético:agua (5:1:4 v/v) e reagente de
Liebermann — Burchard + UV (365nm). Legendas: DIC (fragédo diclorometano), ACE
(fracdo acetato de etila), ME (fracdo metanol) e H,O (fracdo hidroalcéolica). UTFPR,
Campus Pato Branco, 2011.Fonte: Douglas Alvarez Alamino .............cccccoeeeeeeennenn. 71

Fotografia 18 — Perfil cromatografico das fracdes do extrato bruto de P. pubescens
para taninos. Sistemas de solventes para o desenvolvimento e revelagéo,
respectivamente: acetato de etila:metanol:agua (7,7: 1,5: 0,8 v/v) e reagente de
Liebermann — Burchard. Legendas: DIC (fracao diclorometano), ACE (fracdo acetato
de etila), ME (fracdo metanol) e H,O (fracdo hidroalcoolica). UTFPR, Campus Pato
Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez Alamino .............coeviieeeiiieiiiiiiiiee e 72



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 — Analise quimica dos substratos. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. 31

Tabela 02 — Resultado da interacdo entre métodos de propagacao e substratos para
a massa fresca e seca (g) do caule de Physalis pubescens L. UTFPR, Campus Pato
(2T o (o0 T2 I 33

Tabela 03 — Altura média da parte aérea (cm) e comprimento da maior raiz (cm) em
plantas de Physalis pubescens L. propagadas por diferentes métodos e substratos.
UTFPR, Campus Pato Branco, 201 1.........ccuuiiiiiiiiiiieiciii ettt 35

Tabela 04 — Area foliar (cm?), biomassa fresca e seca das folhas em plantas de
Physalis pubescens L. propagadas por diferentes métodos e substratos. UTFPR,
Campus Pato Branco, 201 1. .......cooiiiiiiiiieiiii ettt et a e 36

Tabela 05 — Volume das raizes (mL), biomassa fresca e seca das raizes em plantas
de Physalis pubescens L. propagadas por diferentes métodos e substratos. UTFPR,
Campus Pato BranCo, 201 1. ... 37

Tabela 06 — Resultados da cromatografia em camada delgada quanto a presenca ou
auséncia de metabdlitos secundarios no extrato das folhas de P. pubescens.......... 66



SUMARIO

1 INTRODUQAO GERAL .. 14
2 OBUIETIVOS ...ttt e et e et e e et e e e et aaeae 16
2.1 ODJELIVO GETAI ... 16
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS. .. uuuieiiiiee ettt 16
3 REVISAO DE LITERATURA ..ottt sttt 17
3.1 FAMILIA SOLANACEAE ..ottt ettt ate e ane e 17
3.1.1 GENEro PRYSANS ....ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee et 17
3.1.1.1 Caracterizagdo da espécie Physalis pubescens L...........cccccvviiieviieeeniinnnneee. 18
3.2 METABOLITOS SECUNDARIOS......ccoiiiiitiisieieeieieieie e 19
3.2.1 Metabdlitos secundarios presentes no género Physalis..........ccccccvvvvviiiiiiennnne. 21
3.3 TIPOS DE PROPAGACAOD ......ovoeeeeeeeeeeeeeee e, 23
R T I L1 = To [ U = NP PP PPPPPPPPPPP 23
3.3.2 Propagacan POI SEMENTES ......ceuiviiiiiiiiiiiiiiiietieeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 24
3.3.3 CUltiVO €M SUDSIIAtOS .....ceiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeee ettt 25

CAPITULO 01 ASPECTOS AGRONOMICOS DE PLANTAS DE Physalis
pubescens L. PROPAGADAS POR DIFERENTES METODOS E SUBSTRATOS

RESUMO ...ttt ettt sttt et ettt et es st et e s et e s et et e ee et et eteseetaseenateas 27
F =13 1 27X [ 28
A INTRODUGAO ..ottt ettt ettt ettt e et ettt e st e e e ateareeeteeaeens 29
5 MATERIAL E METODOS ......coouiiiieeeee ettt s 31
6 RESULTADOS E DISCUSSAOD .....ooveiiieeieeeeeee ettt 33
7 CONCLUSOES ... .ottt ettt ettt ettt sttt e ste s testesteste e ete e 41
8 CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt 42

CAPITULO 02 ASPECTOS ANATOMICOS DE PLANTAS DE Physalis pubescens
L.

RESUMO ...ttt ettt ettt e et e st et et st e e e e eaeen et 43
ABSTRACT ..ottt ettt ettt ettt e et ettt e ettt sttt 44
O INTRODUGAD ..ottt ettt ettt et e ettt e s e eae e 45
10 MATERIAL E METODOS ..ottt n st s 46

10.1 Coleta, identificacdo e preparo do material bOtanico...........cccceiviiiiiiiiiiiiiiiiiinns 46



11 RESULTADOS E DISCUSSAOD ...oooeceeeeeeee ettt 47
12 CONCLUSOES ... e ettt 53
13 CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt 54

CAPITULO 03. PERFIL FITOQUIMICO DE PLANTAS DE Physalis pubescens L.

e 1 11V 55
A B ST R A T e e e 56
14 INTRODUGAOD ...ttt s e e e ene e aens 57
15 MATERIAL E METODOS ...ttt 59
15.1 Separacgao dos compostos de P. pubescens por cromatografia em coluna. .....59
15.1.1 Material VEGETAL .........uueii e 59
15.1.2 Processo de extracao e separacao doS COMPOSLOS ...........uummmmmmmmmmnnnnnnnnnnnnns 59
15.1.3 Deteccdo dos compostos por cromatografia em camada delagada (TLC).....60
15.2 Identificagdo de compostos produzidos por P. pubescens através de
ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN H)........c.ccovevieerieceveceeeeereens 63
15.3 Identificagdo de compostos produzidos por P. pubescens através de
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas ............cccvvevevvvviiiereeeennn. 63
15.3.1 Material VEGETal .......coovuiieiii i 63
15.3.2 ProCeSSO0 A€ EXIIACAOD ... .uuuuieeeeeieeeeriiiis e e e e eeeeeeattaa s e e e e e eeeaetanaa e e eeeeeeeesnnnnnas 63
15.3.3 Preparo das amostras para injecdo N0 CG/EM ..........cccovvvviviiiiiieeeeeeeiiiinnn 64
16 RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ottt 65
16.1 Avaliacdo da presenca de compostos do metabolismo secundario de P.
pubescens por cromatografia em camada delgada (TLC)........coovvviiiiieeeeveeeeeiiinn. 65
16.2 Identificacdo dos compostos produzidos por P. pubescens através de RMN *H.
.................................................................................................................................. 73
16.3 ldentificacdo dos compostos produzidos por P. pubescens através de CG/EM74
17 CONCLUSOES ...ttt te et e et testeetesaesaenae e, 77
18 CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt ae et ste st ene s 78

19 REFERENCIAS ..ottt ettt ettt te e te et ans 79



16

1 INTRODUCAO GERAL

Trabalhos visando a domesticacdo de plantas medicinais e pequenos frutos
S80 escassos ou quase inexistentes para a maioria das espécies, o que tem tornado
necessario o desenvolvimento de estudos relacionados a adaptacédo destas plantas
as condi¢des de cultivo, principalmente em virtude do aumento da demanda por
parte das indastrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (COSTA et al., 2007).

Com base nestes aspectos, recentemente, tem-se intensificado as pesquisas
relacionadas aos métodos de propagacédo vegetativa de plantas medicinais, os quais
buscam verificar os melhores tipos e comprimentos de estaca, quais os efeitos do
uso de reguladores de crescimento e de diferentes substratos sobre o
desenvolvimento e enraizamento das plantas (COSTA et al., 2007).

Mesmo que a planta responda bem a propagacédo por via sexuada, a
propagagao vegetativa possui inimeras vantagens por ser uma técnica simples,
rapida, barata e, além disso, possibilita a producdo de um numero consideravel de
mudas em um curto espaco de tempo, condicionando as plantas a maior
uniformidade (HARTMANN; KESTER, 2002). Este tipo de propagacdo também é
uma importante ferramenta no melhoramento de espécies lenhosas e herbaceas, de
interesse econdmico e medicinal, por fazer com que as plantas mantenham as
caracteristicas genéticas da planta matriz (EHLERT et al., 2004).

Evolutivamente e em decorréncia da pressdo genética e ambiental a que
foram submetidas durante as diferentes eras geoldgicas, as plantas foram induzidas
a sintetizar diferentes categorias de compostos, entre as quais alcaloides,
compostos fenolicos e terpenos. Estes produtos também chamados de metabolitos
secundarios, foram, por décadas, considerados como residuos dos produtos
fotossintéticos e respiratorios, sem utilidade especifica na planta (MONTEIRO et al.,
2005).

Hoje, porém, sabe-se que estes compostos exercem diferentes funcdes na
planta, estando em sua grande maioria relacionados a atracdo de polinizadores e/ou
repeléncia de insetos fitéfagos (MONTEIRO et al., 2005). Além destas funcdes, os
metabolitos secundarios servem, ainda, como fonte primaria para a producao de
muitos fitofarmacos e até mesmo como esqueleto estrutural para a formacdo de
novas moléculas sintéticas, carater este que associado ao impacto da crescente

resisténcia dos microrganismos a antibidticos e substancias especificas,
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intensificaram os investimentos na pesquisa e no desenvolvimento de novas drogas
capazes de combater as estratégias de adaptacdo que esses organismos elaboram
(PRATES et al., 2000).

Em relacdo a estes aspectos, pesquisas recentes com plantas do género
Physalis tém demonstrado que estas possuem elevada capacidade de sintetizar
diferentes classes de biomoléculas, principalmente fisalinas (seu principio ativo)
(TOMASSINI et al., 2000), porém, os estudos sobre aspectos como a morfologia e
anatomia, propagacdo, adaptacdo a diferentes regides e sua associagdo com a
producéo de compostos ativos em plantas de P. pubescens ainda sao limitados.

Portanto, como boa parte das plantas com interesse medicinal ainda séo
coletadas em seu habitat natural e ndo séo suficientes para atender uma demanda
crescente, principalmente quando a espécie possui caracteristicas multiusos, a Unica
alternativa de dissolucdo deste quadro pode estar na busca por novos sistemas de
cultivo e manejo, que maximizem a obtencao das referidas biomoléculas, de forma
homogénea e mais eficaz, e que garantam uma producao regular, sustentavel e em

larga escala.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivos comparar diferentes métodos de propagacao
e substratos no cultivo de Physalis pubescens L., detectar a presenca de compostos
de interesse do metabolismo secundario e descrever anatomicamente suas

principais estruturas.

2.2 Objetivos especificos

i) Avaliar a possivel interacdo entre métodos de propagacdo e substratos no
acumulo de biomassa, enraizamento e desenvolvimento de mudas de P. pubescens

L.;

ii) Descrever anatomicamente as estruturas vegetativas e reprodutivas de P.

pubescens L.

iii) Separar, detectar e identificar os principais compostos do metabolismo

secundario da planta;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FAMILIA SOLANACEAE

A familia Solanaceae, uma das maiores e mais bem distribuidas familias
dentro do grupo das angiospermas, possui em torno de 3000 a 4000 espécies,
subdivididas em 96 géneros, muitos dos quais sdo endémicos de determinadas
regides do mundo (STEHMANN; MENTZ, 2006; BALKEN, 2009).

Por ser subcosmopolita, os membros desta familia tém distribuicio mundial,
exceto para o Continente Antartico. A maior rigueza taxonémica se da em regides
tropicais da América Latina, onde cerca de 40 a 50 géneros sdo endémicos
(HUNZIKER, 2001; ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA, 2009).

No Brasil ocorrem cerca de 28 géneros e 450 espécies nativas, 0 que
representa quase 40% da riqueza da familia (STEHMANN; MENTZ, 2006). Muitas
espécies sao cultivadas economicamente como fonte alimentar como, por exemplo,
Lycopersicum sculentum L., Solanum tuberosum L., Solanum melongena L. e
Capsicum sp.; outras sdo cultivadas como plantas ornamentais, entre as quais
Browallia, Brunfelsia, Cestrum, Datura, Nicotina, Salpiglossis, Solanum, Solandra.
Além disso, ha espécies cultivadas com interesse medicinal como Atropa belladona
L., Datura sp., Nicotiana sp. (BALKEN, 2009).

3.1.1 Género Physalis

O género Physalis (Solanaceae), constituido por espécies de carater
herbaceo arbustivo, inclui cerca de 90 a 120 espécies, as quais se encontram
espalhadas por varios continentes do mundo, principalmente em regides tropicais e
subtropicais (TOMASSINI et al., 2000; DAMU et al., 2007).

Com origem no idioma grego, o nome Physalis vem da palavra “physa” que
significa bolha ou bexiga e tem relacéo direta com o calice que encerra seus frutos,
gue na maioria das espécies sdo comestiveis (TOMASSINI et al., 2000).

Formado por espécies de reputado valor etnobotanico, nutracéutico e
medicinal (MAGALHAES, 2005), as plantas deste grupo sao utilizadas para diversos

fins, entre eles se destacam a utilizac&o dos frutos de P. philadelphica, P. peruviana,
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P. grisea, P. chenopodifolia, P. coztomatl e P. angulata como fonte alimentar (DAMU
et al., 2007).

A principal caracteristica do grupo é a producdo de esterdides denominados
vitaesterdides (vitandlidos, vitafisalinas, acnistinas, ixocarpalactonas, perulactonas e
fisalinas), os quais sdo originados a partir da via do acido mevaldnico e possuem
grande interesse farmacologico; dentro do género, varias sao as espeécies
produtoras destas substancias, com destaque para P. alkekengi, P. alkekengi var.
franchetii, P. angulata, P. Ixocarpa, P. lanifolia, P. minima, P. peruviana P.
phyladelphia, P. pubescens, P. viscosa (TOMASSINI et al., 2000).

3.1.1.1 Caracterizacado da espécie Physalis pubescens L.

Physalis pubescens L., assim como os demais exemplares do género, é
conhecida popularmente como fisalis, joa-de-capote, saco-de-bode, camapu,
curuputi, mata-fome, bucho-de-ra; “uchuva” (na Colémbia); “hosuki’ (no Japao) e
“tomatillo” (na Espanha) (FREITAS et al., 2006). Considerada como erva daninha P.
pubecens L. é uma planta nativa, com distribuicdo quase que irrestrita em todo o
Brasil, principalmente nas regidbes Norte e Nordeste, onde ocorre naturalmente
(LORENZI; MATOS, 2002; SANTOS et al.,, 2003). Seus frutos, raizes, caules e
folnas s&o utilizados na medicina tradicional, principalmente como antipiréticos,
diuréticos, antitumorais, analgésicos e antiinflamatérios (CHEN et al., 1990; CHIANG
et al., 1992).

E uma planta de caréater herbaceo, arbustivo, anual, que pode atingir até 2m
de altura se devidamente tutorada (Fotografia 01A). Seus ramos sdo verdes,
angulosos e hialinos com a presenca de tricomas glandulares e eglandulares
distribuidos por toda a superficie da planta. As folhas (Fotografia 01B) podem variar
de diametro, sdo isoladas, de aspecto membranaceo, com bordas recortadas,
pubescentes ao longo das nervuras, com grande quantidade de tricomas
(CARVALHO; BOVINI, 2006).

Suas flores (Fotografia 01C) sdo pequenas, axilares e hermafroditas; a
coloracdo das pétalas vai do amarelo a palha, com manchas de cor castanha na
base (CARVALHO; BOVINI, 2006). O fruto maduro (Fotografia 01D) é uma baga
globosa, alaranjada, de aspecto macio e suculento, com sabor doce, levemente

acido o qual possui cerca de 2 cm de diametro e uma grande quantidade de
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sementes (Fotografia O1E). Todos os frutos sdo recobertos pelo calice inflado

(Fotografia 01F), uma capa esverdeada que depois passa a amarelada e finalmente,

a palha, com textura de papel, ponto ideal para a coleta dos mesmos (CARVALHO;
BOVINI, 2006; FREITAS et al., 2006).

Fotografia 01 — Aspectos morfolégicos de Physalis pubescens L., onde (A) Planta em estagio
vegetativo; (B) folhas; (C) flores; (D) frutos; (E) sementes e (F) célice inflado que envolve o fruto.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez Alamino.

3.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

Entende-se por metabdlitos secundarios compostos quimicos com estrutura
molecular complexa, os quais exercem fung¢des especificas na planta e encontram-
se distribuidos limitadamente em diferentes grupos taxondmicos, dentro do reino
vegetal. Geralmente, ndo estdo associados ao crescimento direto dos vegetais, mas
contribuem significativamente para que o mesmo ocorra (RAVEN et al.,, 2001;
BESSA et al., 2009).
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Considerados por muito tempo como residuo ou lixo metabdlico, os
metabdlitos secundarios vegetais passaram por um longo periodo de
incompreensao, pois muitos pesquisadores ndo conseguiam interligar a acao e/ou
funcdo destes compostos com o0s processos habitualmente realizados pelas plantas,
0 que acabou gerando um grande desconhecimento sobre sua importancia
adaptativa e ecoldgica (TAIZ; ZEIGER, 2004; NICIOLI, 2006). Este quadro s6 foi
revertido devido a intensa pesquisa e interesse gerados por esses compostos. Sabe-
se, hoje, que o0s metabdlitos secundarios sdo de suma importancia para a
sobrevivéncia e reproducdo dos vegetais, jA que podem estar relacionados tanto a
respostas contra ferimentos, ataque de herbivoros e microrganismos, quanto a
atracdo de polinizadores e de microorganismos (como bactérias fixadoras de
nitrogénio em leguminosas) (FUMAGALI et al., 2008).

A producdo dos compostos secundarios é sensivel a varios fatores
ambientais, tais como temperatura, umidade, fotoperiodo, fertiidade do solo,
competicdo com outros vegetais, com animais e microrganismos (NICIOLI, 2006).
Sao classificados em grupos especificos de acordo com a sua via biossintética de
origem (BALBUENA, 2006), sendo que o0s principais sdo 0s terpenos,
biossintetizados a partir de duas rotas distintas (rota do acido mevalénico e do
metileritritol fosfato), derivados da unido de unidades pentacarbonadas que
apresentam um esqueleto ramificado de isopentano, sendo muitas vezes chamados
de unidades isoprénicas (HOPKINS; HUNER, 2004; KERBAUY, 2004; TAIZ;
ZEIGER, 2004); compostos fendlicos biossintetizados a partir de produtos da rota do
acido chiquimico, os quais desempenham inumeros papéis importantes para as
plantas, entre os quais o fortalecimento das paredes celulares (lignina), protecéo
contra a radiacdo ultravioleta e como atrativo para polinizadores e dispersores de
sementes (flavondides), adstringéncia de frutos e/ou produtos (taninos), que
isoladamente ou em conjunto proporcionam defesa contra herbivoros e patégenos
(HOPKINS; HUNER, 2004; KERBAUY, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004); e compostos
nitrogenados, biossintetizados a partir de aminoacidos comuns ou aromaticos, com
a presenca de um atomo de nitrogénio na molécula, considerados de grande
interesse devido ao seu efeito toxico para seres humanos e suas propriedades
medicinais. Seus representantes mais comuns sao os alcaléides produzidos pelos

by

vegetais, com o0 seu acumulo relacionado a defesa contra predadores,
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principalmente mamiferos, em funcdo de sua alta toxicidade e capacidade de
deterréncia (HOPKINS; HUNER, 2004; KERBAUY, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004).

3.2.1 Metabdlitos secundarios presentes no género Physalis

Estudos quimicos com exemplares do género Physalis apontaram a
existéncia de varias classes de compostos ativos que ocorrem naturalmente,
incluindo flavondides (3-o-neoesparidosedio-mirecitina); alcaléides (acetil colina,
figrina; higrina; ornitina; tigloidina; N-Metilpirrolidinaligrina em folhas de P. peruviana;
calisteginas em diferentes estruturas de P. alkekengi L. var. francheti, P.
philadelphica Lam. , P. ixocarpa Brot e P. peruviana L.); triterpendides ([3-amirina em
sementes de P. alkekengi L.); ceramidas (1,3,4-trihidroxi-2-2'-
hidroxitetracosanoilamino-9-octadecano em folhas e estames de P. philadelphica);
fenilpropandides (acido clorogénico); iniumeras classes de acidos graxos nas
sementes e muitos tipos diferentes de esterdides (fitoequidizonas, além dos
vitaesteroides) alguns dos quais sem precedentes (SU et al., 2002; EICH, 2008; QIU
et al., 2008).

Entre todos os grupos de compostos citados, o que desperta maior interesse
devido as suas propriedades farmacoldgicas sao os vitaesteroides, uma classe de
substancias bioativas caracterizadas como lactonas esteroidais que reproduzem o
esqueleto intacto do ergostano (Figura 01), sendo, em sua grande maioria,
polioxigenados (TOMASSINI et al., 2000).

&1 22
ME.*,.-## , 25 e 27

Figura 01 — Estrutura quimica do ergostano.



24

Por possuirem funcédo lactébnica no carbono 26, os vitaesterdides tém a
capacidade de gerar uma grande variedade de estruturas, as quais sédo subdivididas
em oito grupos principais, sendo eles os vitandlidos, vitandlidos "modificados” (anéis
A ou D aromatizados), vitafisalinas, acnistinas, ixocarpalactonas, perulactonas e
fisalinas (Figura 02) (TOMASSINI et al., 2000).

o Vitafisalina B Fisalina A o
Vitanodlido Acnistina
/{\I/\.
/‘\\l&ﬂ
/\!/:j/\'
" 0‘,/'\/\/
Ixocarpalactona A Perulactona A Fisangulina B

Figura 02 — Estruturas quimicas dos principais grupos de vitaesterdides encontrados no género
Physalis. Fonte: TOMASSINI et al., (2000).

As classes de vitaesterdides estdo presentes de forma mais expressiva em
espécies pertencentes a familia Solanaceae, porém, podem ocorrer em menor
freqiéncia nas familias Fabaceae e Taccacedae (TOMASSINI et al., 2000; VERAS
et al., 2004; MAGALHAES, 2005).

No caso de P. pubescens, além de elaborarem em sua biogénese o0s
vitandlidos e vitafisalinas, esta espécie também sintetiza algumas classes de
fisalinas, as quais sdo definidas quimicamente como lactonas sesquiterpénicas

esteroidais, com estrutura bastante complexa, ja que apresentam uma Y lactona,

além da lactona original da cadeia. Estas moléculas tém sido alvos de varias

pesquisas no campo da medicina, demonstrando resultados promissores como
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imunoestimulantes, com atividade citotéxica para varios tipos de células
cancerigenas e leucémicas, além de possuirem propriedades antimicrobianas
(TOMASSINI et al., 2000; PEREZ-CASTORENA et al., 2004; MAGALHAES, 2005;
TAYLOR, 2009).

3.3 TIPOS DE PROPAGACAO

3.3.1 Estaquia

Considerada como uma via de reproducdo assexuada, a estaquia € um dos
processos de propagagdo mais utilizados no campo de fruticultura e de plantas
ornamentais, devido a facilidade de execucdo e rapida resposta das plantas
(KAMPF, 2005).

Entre muitas caracteristicas, a producdo de plantas a partir de estacas
permite a multiplicacdo de progénies idénticas a planta da qual se obteve o material
vegetal, possibilitando consideraveis e rapidos ganhos genéticos nos programas de
melhoramento. Além disso, ajuda a manter uniformes o0s caracteres genotipicos e
fenotipicos dentro de uma determinada populacdo (altura, taxa de crescimento,
eépoca de floracao e colheita, entre outras) e diminui o tempo para inicio da producéo
(HARTMANN et al., 2002; FACHINELLO et al., 2005).

Como esta técnica dispensa a etapa sexual, a estaquia passa a ser
dependente da capacidade de adaptacao e enraizamento de cada espécie, ja que as
respostas a estaquia, dentro de um mesmo grupo, podem diferir entre as cultivares
(COSTA; COSTA, 2003). Em relacdo aos complexos aspectos que agem sobre o
enraizamento de estacas, destacam-se 0 manejo das plantas-matrizes, relacionado
ao rejuvenescimento das plantas, além de fatores internos como a concentracdo de
fitorreguladores (neste caso auxinas), e externos, como disponibilidade de agua,
temperatura, luz, teor de carboidratos disponiveis, relacdo C/N, anelamento de
caules, tipo de estaca e periodo de coleta (RODRIGUES, 1996; MARTINS, 1998).
Além desses aspectos, € outro fator importante a predisposicdo genética ao
enraizamento, que pode variar entre e dentro das espécies.

Segundo Hartmann et al. (2002), em geral, as raizes adventicias, formadas

em estacas, tém origem em células vizinhas ao cambio e ao floema. Isto ocorre
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porque, geralmente, células parenquimaticas, devido sua totipotencialidade e por
conta de estimulos internos e externos, diferenciam-se em meristemas radiculares,
dando inicio a formacéo das raizes.

Em relacdo ao tipo de estaca, Hartmann et al. (2002) sugerem a caulinar
como sendo a mais importante, podendo esta ser subdividida em quatro grupos de
acordo com a natureza do lenho: estacas lenhosas (apresentam tecidos
endurecidos), herbaceas (apresentam tecidos tenros), semilenhosas e semi-
herbaceas (apresentam-se num estagio intermediario entre os dois extremos). De
acordo com Hoppe e Brun (2004) as estacas herbaceas de plantas lenhosas,
geralmente, enraizam com maior facilidade do que estacas lenhosas, porém,
apresentam o inconveniente de exibirem baixa resisténcia a desidratacao.

Aliados ao tipo de estaca estdo os substratos, os quais exercem efeito direto
sobre o0 enraizamento e devem ser considerados como parte fundamental em
gualquer sistema de propagacdo. De acordo com Hartmann et al. (2002), o bom
substrato combina boa aeracdo com alta capacidade de retencdo de agua, boa
drenagem e auséncia de contaminantes. A presenca de folhas nas estacas também
€ um aspecto importante, ja que assim como 0S meristemas apicais, sao
responsaveis pela sintese e translocacado de auxinas e cofatores de enraizamento
(WOODWARD; BARTEL, 2005).

3.3.2 Propagacao por sementes

A propagacdao por via seminifera pode ser definida como a forma natural pela
gual as plantas se reproduzem em seu ambiente de origem ou em ambiente artificial
através de acdes antropicas. Como esta € uma técnica sexuada, € dependente da
utilizacdo de sementes (KAMPF, 2005).

Ao se propagar espécies de forma gamica, as quais possuam alguma
propriedade de interesse, muito raramente se obtém descendentes com
caracteristicas idénticas a planta da qual foram originados, porém, a técnica é de
grande importancia, pois devido as variagcbes a que as espécies podem estar
expostas, as vezes, acabam surgindo plantas com caracteristicas especiais, como

frutos de maior tamanho ou aumento na producao de compostos bioativos, as quais
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poderdo ser perpetuadas através da selecdo desta espécie e sua propagacao por
técnicas assexuadas (LORENZI et al., 2006).

Para que seja bem sucedida, a propagacdo através de sementes é
interdependente do processo germinativo, o qual envolve varias etapas, as quais
sdo afetadas por uma série de condi¢des intrinsecas e extrinsecas, dentre as quais
umidade, temperatura, luz e oxigénio, que em conjunto, S0 essenciais para que 0
processo se realize normalmente. A possivel auséncia de qualquer um destes
fatores podera vir a intervir na germinacédo das mesmas (OLIVEIRA et al., 2005).

Por ser uma das técnicas mais acessiveis e de facil execucgdo, a propagacao
por via sexuada é vantajosa por estimular a variabilidade genética das espécies,
sendo, portanto, amplamente utilizada em varios campos das ciéncias agronémicas,
seja para a producdo de grdos de importancia econdmica, ou mudas e porta

enxertos de fruteiras e ornamentais.

3.3.3 Cultivo em substratos

Independente do método de propagacdo adotado, a primeira etapa de
producédo tende a ser o desenvolvimento de mudas, das quais dependera a
producdo, seja a campo ou em vasos, como é o0 caso de boa parte da plantas
ornamentais de pequeno porte, algumas olericolas e frutiferas. Para que este
processo inicial seja satisfeito, muitas vezes se faz necessario o uso de materiais
alternativos ao solo, seja por exigéncias de ordem fisica ou fisiolégica das plantas,
sendo nestes casos utilizados os substratos (FERNANDES; CORA, 2001).

Por possuirem comportamento singular, quando condicionados a um espaco
limitado (no caso de vasos, tubetes e sacos de polietileno), os substratos, assim
como o solo, também influenciam na arquitetura do sistema radicular e nas
associacfes biolégicas das plantulas com o meio, estando prioritariamente
relacionados a nutricdo e translocacdo de agua no sistema planta-atmosfera
(MACIEL, 2000).

Como nao existe um material que satisfaca todas as condicbes para o 6timo
crescimento e desenvolvimento das plantas (SOUZA et al., 1995) a escolha do(s)
material(is) para compor um substrato deve levar em consideracao as caracteristicas

fisicas e quimicas, como por exemplo, densidade, capacidade de economia hidrica,
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aeracdo, permeabilidade, poder de tamponamento, capacidade de retencdo de
nutrientes (FERREIRA et al., 2005; KAMPF, 2005), a espécie a ser cultivada, além
dos aspectos econdémicos, como baixo custo e disponibilidade (FONSECA, 2001).

Muitas vezes, para atender a todos 0s aspectos citados anteriormente se faz
necessaria a utilizacdo de mais de um material para compor um substrato de boa
qualidade. Atualmente, é grande a variedade de materiais empregados para tal fim,
0s quais vado desde os de origem mineral, organica e natural até os sintéticos
(SCHIMITZ et al., 2002), sendo o esfagno, a turfa, a vermiculita, a areia, cascas,
bagacos, serragem entre outros, os mais utilizados (FERRAZ et al., 2005).

Ao mesmo tempo em que 0s materiais sao utilizados em combinacdes entre
si, Negreiros et al. (2004) apontam para a conveniéncia da associacido destes
materiais, em diferentes propor¢cdes com o solo, o que melhoraria a textura do
substrato, além de proporcionar boas condic¢des fisicas e nutricionais necessarias ao

desenvolvimento das raizes e da muda.
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CAPITULO 01 ASPECTOS AGRONOMICOS DE PLANTAS DE Physalis
pubescens L. PROPAGADAS POR DIFERENTES METODOS E SUBSTRATOS

RESUMO

ALAMINO, Douglas Alvarez. Caracteristicas agron6micas de fisalis (Physalis
pubescens L.) produzidas por diferentes métodos e substratos e aspectos
anatdomicos e fitoquimicos. 2011. 89 f. - Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Programa de Pés-Graduacdo em Agronomia, Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana. Pato Branco, 2011.

O presente ensaio teve por objetivo avaliar a relagdo entre métodos de propagacéo
e tipo de substrato no desenvolvimento de plantas de Physalis pubescens L.; para
tanto foram avaliadas plantas produzidas a partir de sementes e estacas herbaceas.
Como substratos foram empregados os seguintes tratamentos: (SA) Solo + areia;
(SV) Solo + vermiculita; (SP) Solo + Plantmax®; (SAV); Solo + areia + vermiculita e
(S) Solo. As seguintes variaveis foram analisadas: comprimento da parte aérea e da
maior raiz; area foliar; massas fresca e seca das folhas, caules e raizes; volume
radicular. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em um
esquema fatorial de 2x5, com 10 repeticdes por tratamento. Observou-se interacéo
significativa entre os fatores para massa fresca e seca dos caules, com destaque
para o método estaquia e os substratos SA, SP e S. Para o comprimento da parte
aérea e da maior raiz, a propagacao por estaquia foi superior a via seminifera, ao
contrario da éarea foliar, massas fresca e seca de folhas e raizes, que nao
apresentaram esta diferenca. Quanto aos substratos, ndo houve diferenca
significativa para nenhuma das variaveis citadas anteriormente. Portanto, conclui-se
gue a utilizacdo da estaquia, somada a qualquer um dos substratos empregados, em
condicBes controladas, é mais eficiente na producdo de mudas se comparada a
producao por sementes.

Palavras — chave: cultivo em vaso; estaquia,; fisalis; sementes.



30

ABSTRACT

ALAMINO, Douglas Alvarez. Agronomic characteristics of physalis (Physalis
pubescens L.) produced by different methods and substrates and anatomical and
phytochemical aspects. 2011. 89 f. - Dissertation (Master in Agronomy) - Graduate
Program in Agronomy, Federal Technological University of Parana. Pato Branco,
2011.

This test was to evaluate the relationship between propagation method and substrate
type on plant growth of Physalis pubescens L., were evaluated for both plants
produced from seeds and cuttings. The substrates were used the following
treatments: (SA) Soil + sand; (SV) Soil + vermiculite, (SP) Soil + Plantmax, (SAV)
Soil + sand + vermiculite and (S) Soil. The following variables were analyzed: length
of shoot and main root, leaf area, fresh and dry weight of leaves, stems and roots,
root volume. The experimental design was completely randomized in a factorial
scheme 2x5, with 10 replicates per treatment. We observed significant interaction
between the factors for fresh and dry weight of stems, especially the cutting method
and substrates SA, SP and S. For shoot length and main root, the propagation by
cuttings was higher than that via seminiferous instead of leaf area, fresh and dried
leaves and roots, which did not show this difference. As for substrates, no significant
differences in any of the variables mentioned above. Therefore, we conclude that the
use of cutting, plus any one of the substrates used in controlled conditions, it is more
efficient in the production of seedlings as compared to production by seeds.

Key - words: cultivation in pots; cuttings; seeds; winter cherry.
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4 INTRODUCAO

A producédo de espécies medicinais e pequenas frutas, de modo geral, tem se
mostrado uma excelente alternativa ao desenvolvimento econémico das pequenas
propriedades, caracterizando-se como uma atividade com baixo custo de
implantacdo e manutencdo, boa adaptacdo as condicdes socioeconbmicas e
ambientais, com possibilidades de ser desenvolvida através de cultivo orgéanico
(SCHNEIDER et al., 2007).

Visando suprir demandas de mercado, muitos produtores tém optado pela
producdo de uma ampla variedade de espécies, muitas das quais ainda
desconhecidas pela grande maioria dos consumidores. Dentre as “novas” espécies
cultivadas, estdo as do género Physalis, com destaque para Physalis peruviana e
em menor proporcdo P.angulata e P. pubescens (RUFATO et al., 2008).

A propagacéao das espécies citadas anteriormente se da, em sua maior parte,
através da via sexuada, ja que estas possuem um elevado percentual de
germinacao (85-90%), porém, este ndo é o Unico método empregado, ja que muitas
plantas sdo propagadas por estaquia e cultura de tecidos, sendo este ultimo método
utilizado em menor propor¢cdo devido a seu alto custo de implantacéo, inviavel ao
para o pequeno produtor (RUFATO et al., 2008).

O solo ndo é o unico substrato utilizado na propagacéo, seja ela sexuada ou
assexuada, em ambientes protegidos (estufas ou casa de vegetacdo). Substratos
organicos e/ou sintéticos utilizados isoladamente ou em combinacgéao, principalmente
com solo, podem significar a obtencdo de mudas em numero e grau de sanidade
elevados (FERNANDES; CORA, 2001).

Diferentemente do solo, boa parte dos materiais possibilitam o manejo
adequado da agua, evitando a umidade excessiva em torno das raizes e o
consequente aparecimento de doencas de origem fangica e/ou bacteriana, além de
manter teores adequados de oxigénio para a manutencdo destas estruturas
(FERNANDES; CORA, 2001). Como ndo existe uma combinacdo universal ou
especifica ao desenvolvimento de todas as espécies vegetais, é prudente que sejam
feitos testes com diferentes matérias, visando identificar o substrato ou a
combinacdo de materiais que satisfacam com maior eficiéncia os requisitos
fisiol6gicos e nutricionais de fisalis sem, no entanto, inviabilizar o processo a

pequenos produtores.
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Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de
diferentes métodos de propagacdo e substratos no acumulo de biomassa,

enraizamento e desenvolvimento de mudas de fisalis.
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo localizada no Centro de
Biotecnologia Agroindustrial do Parand — CENBAPAR na Universidade Tecnoldgica
Federal do Parani, Campus Pato Branco (26°11' S, 52°36' W), entre outubro de
2009 e fevereiro de 2010.

As estacas herbaceas de fisalis foram obtidas a partir da porcao mediana de
plantas matrizes com aproximadamente um ano de idade, cultivadas no horto
medicinal da UTFPR, livres de injarias (as sementes também foram retiradas dos
frutos produzidas por estas). O preparo do material vegetal consistiu em um corte na
base, em bisel, proximo a uma gema, ficando a estaca com aproximadamente 15
cm. Foi realizada, também, a retirada das folhas remanescentes, deixando-se
somente o primeiro e segundo pares de folhas, as quais foram seccionadas ao meio
visando, assim, reduzir a superficie transpiratoria.

Os substratos utilizados foram: SA (Solo do tipo latossolo vermelho + areia
lavada / 1:1 v/v); SV (Solo + vermiculita de granulometria média / 1:1 v/v); SP (Solo +
Plantmax® / 1:1 v/v); SAV (Solo + areia + vermiculita/ 1:1:1 v/v); S (Solo). Na Tabela

01 é apresentada a analise quimica dos respectivos substratos.

Tabela 01 — Andlise quimica dos substratos. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.

Matéria Saturacao
organica P K* A" ca™ Mg™? de bases pH
Substratos* g.dm™®  --mg.dm >3- - cmolc.dm™ ------ % CaCl,
SA 30,82 536 84,06 0,33 3,54 1,74 44,7 45
SV 33,50 244 211,14 0,07 5,47 6,51 71,0 5,6
SP 87,11 53,51 220,91 0,07 11,92 5,26 66,0 5,0
SAV 34,17 18,23 147,27 0,22 3,93 4,49 60,1 49
S 60,31 483 148,58 0,15 6,22 3,04 50,9 4,7

* SA (Solo + areia); SV (Solo + vermiculita); SP (Solo + Plantmax®); SAV (Solo + areia + vermiculita); S (Solo).

Os substratos foram acondicionados em vasos de prolipropileno preto com
capacidade para 5 L. As mudas originadas de sementes foram produzidas em

bandeja alveolada de isopor com 58 células, contendo Plantmax, em casa de
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vegetacdo e ao atingirem cerca de 10 cm foram transplantadas para 0s vasos
contendo os respectivos tratamentos. As estacas, sem nenhum tipo de tratamento
hormonal, foram colocadas nos vasos, com cerca de 1/3 de seu comprimento
coberto pelo substrato.

Os vasos foram mantidos em condi¢bes de casa de vegetacao acrilica, sem
sombreamento, com temperatura controlada (26+2°C). A irrigacdo foi realizada
através de nebulizacdo intermitente nos primeiros 30 dias. Ap6s este periodo, a
irrigacdo passou a ser realizada uma vez por dia, e do 60° dia até o final do
experimento, além da nebulizacdo foi realizada rega manual com 100 mL de agua
por vaso, devido ao grande didmetro das folhas que escoavam a agua e nao
permitiam que a mesma entrasse em contanto com os substratos.

Decorridos 30 dias da implantacdo do experimento, a altura das plantas
passou a ser mensurada quinzenalmente. Aos 60 dias do transplantio e estaquia,
realizou-se adubacao organica com a incorporacdo de 100 g de hiumus de minhoca
por vaso. Além disso, deu-se inicio ao tutoramento das mudas com estacas de
madeira. Nao foram realizados tratamentos fitossanitarios nas plantas durante o
experimento a ndo ser a retirada manual de plantas daninhas.

Aos 120 dias apoOs o inicio do experimento, foram avaliados os seguintes
parametros: area foliar (cm? planta™); biomassas fresca e seca (g) das folhas, caules
e raizes; comprimento (cm) da maior raiz e volume (mL) radicular, calculado como
sendo o volume de agua removido pela imersao das raizes em proveta graduada
com 2 L de agua em seu interior. A massa seca das folhas, caules e raizes foi obtida
pela secagem, em estufa com circulagéo de ar, a temperatura de 60 °C, até massa
constante.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em um
esquema fatorial de 2x5, sendo 2 métodos de propagacdo e 5 substratos, com 10
repeticbes por tratamento. Todos os dados coletados foram transformados em
arcoseno Vx/100 e submetidos & andlise de variancia, sendo as médias comparadas
pelo teste Tukey a 5% de significancia, através do aplicativo ASSISTAT 7.5 Beta
(Silva, 2010). Para melhor apresentacdo, as médias das variaveis transformadas

foram reconvertidas e apresentadas na escala original.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do ensaio realizado foi constatada interacdo significativa entre os
fatores método de propagacdo e tipo de substrato somente para a variavel
biomassa, tanto fresca quanto seca dos caules, onde a propagacdo através de

bY

estacas herbaceas mostrou-se estatisticamente superior a propagagao por
sementes, principalmente para os tratamentos SP (solo + Plantmax) e S (solo)

(Tabela 02).

Tabela 02 — Resultado da interacdo entre métodos de propagacdo e substratos para a biomassa
fresca e seca (g) do caule de Physalis pubescens L. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.

Biomassa fresca do caule Biomassa seca do caule

SUBSTRATOS (9) (9)

Sementes Estacas Sementes Estacas
SOLO + AREIA 97,69 Aba 129,27 Aa 21,83 Ab 31,10 Aa
SOLO + VERMICULITA 95,47 Aba 114,31 Aa 20,92 Aa 27,34 Aa
SOLO + PLANTMAX 82,11 Aba 124,03 Aa 16,93 Ab 25,59 Aa
SOLO + AREIA + VERMICULITA 112,36 Aa 100,49 Aa 23,06 Aa 18,60 Aa
SOLO 64,85 Bb 126,86 Aa 14,37 Ab 28,57 Aa
CV% 10,51 12,54

Médias seguidas por letra mailscula nas colunas e mindscula nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Dados transformados em Vx/100.

No caso do método de propagacdo, o melhor desempenho da estaquia em
relacdo as plantas produzidas a partir de sementes pode estar relacionado a
arquitetura da parte aérea, ja que pela estaquia as plantas apresentaram caules
unicos (Fotografia 02A), 0os quais permaneceram com esta caracteristica durante
todo o experimento, contrario ao que foi observado para o segundo método, ja que
apos algumas semanas do transplantio as plantas passaram a apresentar inUmeras
brotac6es adventicias na base (Fotografia 02B) as quais mesmo sendo eliminadas
retornavam a aparecer em poucos dias, o que sem duavida obrigou as plantas a

disponibilizarem e realocarem agua e seus assimilados para estas regides.
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Fotografia 02 — Aspecto visual da parte aérea das plantas de Physalis pubescens L. produzidas por
estaquia (A) e por sementes (B). UTFPR, Campus Pato Branco 2011. Fonte: Douglas Alvarez
Alamino

Aliado a arquitetura da parte aérea, a formacao de folhas com maior diametro
nas estacas (12 a 15 cm) pode ter sido outro fator favoravel ao acumulo eficiente de
biomassa nos caules, ja que esta caracteristica possibilita as plantas maior area de
captacédo da luz, induzindo-as a realizarem taxas fotossintéticas mais intensas, o que
segundo Negreiros et al. (2004) faz com que aspectos biométricos como diametro e
massa fresca de caule e altura média de plantas aumentem consideravelmente.

Em relacdo aos substratos, esta interacao significativa pode estar relacionada
a disponibilidade de nutrientes, devido a grande quantidade de matéria organica e
dos altos teores de fésforo e potassio encontrados nos tratamentos SA (solo + areia)
e S (solo). Para Oliveira e Hernandez (2008), ambos séo considerados essenciais
ao desenvolvimento das plantas por estarem ligados a formagdo de esqueletos
carbbnicos, o que garante o acumulo de biomassa vegetal. Segundo Marschener
(1995) e Malavolta (1974) esta capacidade estrutural decorrente destes nutrientes
acontece porque o fésforo absorvido pela planta est4 diretamente relacionado a
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fotossintese, ja que faz parte da composicao do ATP, aos processos de respiragao,
degradacdo de agucares, armazenamento, transferéncia e utilizacdo de energia,
além de participar da divisdo celular, favorecendo o desenvolvimento das plantas
como um todo. Assim como o fésforo, o potassio também exerce funcdes fisiologicas
importantes, estando vinculado ao balanco osmoético, controle da abertura e
fechamento dos estdmatos, fotossintese, ativagdo enzimatica, sintese de proteinas e
transporte de carboidratos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Para a variavel altura das plantas, comprimento da maior raiz, aérea foliar,
biomassas fresca e seca das folhas e raizes e volume das raizes ndo foram
constatadas as mesmas interacdes encontradas para as varidveis anteriores,
indicando que os fatores substrato e método de propagacdo ndo exercem influéncia
um sobre o outro, resultando em diferenca néo significativa (ao nivel de 5%). Porém,
novamente a propagacao por estacas foi superior a por sementes, apresentando
valores médios de 123,14 e 90,02 cm, respectivamente, para a altura de plantas e

54,63 e 43,16 cm, respectivamente, para o comprimento da maior raiz (Tabela 03).

Tabela 03 — Altura média da parte aérea (cm) e comprimento da maior raiz (cm) em plantas de
Physalis pubescens L. propagadas por diferentes métodos e substratos. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2011.

Altura média da parte Comprimento da maior

Método de propagacao aérea (cm) raiz (cm)
SEMENTES 90,02 b* 43,16 b
ESTAQUIA 123,14 a 54,63 a
Substratos

SOLO + AREIA 109,95 ns** 47,41 ns
SOLO + VERMICULITA 108,85 ns 50,49 ns
SOLO + PLANTMAX 102,85 ns 51,49 ns
SOLO + AREIA + VERMICULITA 114,65 ns 48,41 ns
SOLO 96,60 ns 46,66 ns
CV% 28,82 20,38

* Médias seguidas por letra mindscula nas colunas néo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. ** Diferenca
néo significativa, Dados transformados em Vx/100.

No caso da area foliar a auséncia de diferenca significativa entre os métodos
de propagacdo (Tabela 04) pode estar relacionada ao numero de folhas, ja que
independente do diametro menor, o total de folhas foi muito maior nas mudas

produzidas a partir de sementes quando comparadas com as estacas, isto em
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decorréncia do aparecimento de inUmeras brotacBes adventicias na base, como ja
citado, o que sem duvida contribuiu para os resultados de biomassas fresca e seca
das folhas (Tabela 04), j& que estas sao variaveis interdependentes.

Tabela 04 — Area foliar (cmz), biomassa fresca e seca das folhas em plantas de Physalis pubescens
L. propagadas por diferentes métodos e substratos. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.

Area foliar (cm?) Biomassa Biomassa seca

Método de propagacao fresca das das folhas (g)
folhas (g)

SEMENTES 1537,74 ns* 33,31 ns 4,12 ns
ESTAQUIA 1530,72 ns 33,94 ns 4,05 ns
Substratos
SOLO + AREIA 1588,78 ns 34,45 ns 4,21 ns
SOLO + VERMICULITA 1403,82 ns 31,30 ns 4,04 ns
SOLO + PLANTMAX 1489,72 ns 33,52 ns 4,02 ns
SOLO + AREIA + VERMICULITA 1465,74 ns 32,95 ns 3,77 ns
SOLO 1723,08 ns 35,91 ns 4,38 ns
CV% 11,48 10,14 12,34

* Diferenca nao significativa. Dados transformados em Vx/100.

Mesmo ndo havendo interacdo significativa entre substrato e método de
propagacdo para volume, biomassas fresca e seca das raizes, a inexisténcia de
diferenca entre plantas produzidas por estacas e por sementes (Tabela 05) pode
estar associada aos substratos, os quais sem duvida proporcionaram, de forma
homogénea, condi¢cdes favoraveis ao desenvolvimento das raizes, ja que todas as
misturas continham solo em sua composi¢cdo. De acordo com Hartmann et al.
(2002), o sistema radicular s6 se desenvolve satisfatoriamente quando o substrato
combina boa aeracdo com alta capacidade de retencdo de agua, boa drenagem e
auséncia de contaminantes, o que em consequéncia gera um bom desenvolvimento
da parte aérea.

Outro ponto relevante ao enraizamento diz respeito ao teor de horménios
enddgenos. Segundo Hartmann et al. (2002), este processo é dependente de uma
delicada combinacdo de compostos, sendo a relacdo entre auxinas e citocininas
essencial ao desenvolvimento das raizes, jA que estes auxiliam na
“desdiferenciacao” e reorganizacao dos tecidos da base da estaca. Portanto pode-se

inferir que as reservas e translocacdo destes hormoénios enddgenos e cofatores
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podem ter sido semelhantes nas plantas em desenvolvimento, jA& que estes
estimulos séo diferenciados quando se trata de sementes e no processo de
germinacao.

Tabela 05 — Volume das raizes (mL), biomassa fresca e seca das raizes em plantas de Physalis
pubescens L. propagadas por diferentes métodos e substratos. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.

Volume das Biomassa Biomassa seca

Método de propagacao raizes (mL) fresca das das raizes (g)
raizes (g)

SEMENTES 278,66 ns* 72,87 ns 21,64 ns
ESTAQUIA 296,66 ns 67,85 ns 15,87 ns
Substratos
SOLO + AREIA 249,99 ns 51,81 ns 13,67 ns
SOLO + VERMICULITA 283,33 ns 76,96 ns 23,41 ns
SOLO + PLANTMAX 438,33 ns 101,23 ns 23,94 ns
SOLO + AREIA + VERMICULITA 208,33 ns 59,31 ns 13,32 ns
SOLO 258,33 ns 62,48 ns 19,45 ns
CV% 34,61 28,52 a 31,59

* Diferenca nao significativa. Dados transformados em vx/100.

Quanto aos substratos, ndo foram constadas diferencas significativas entre as
possiveis misturas de materiais para as variaveis altura de plantas, area foliar,
comprimento da maior raiz, biomassas fresca e seca de folhas e raizes, e volume
das raizes (Tabelas 03, 04 e 05). Ao se avaliarem de forma isolada cada uma das
variaveis, foi possivel constatar que o tratamento solo+Plantmax demonstrou os
melhores resultados na maioria dos casos, principalmente no processo de
enraizamento (Fotografias 03A e 03B), jA que o0s valores mais expressivos sao
encontrados para o volume, comprimento, massas fresca e seca das raizes. Estes
dados sdo semelhantes aos encontrados por Braun et al. (2010): ao avaliarem o
efeito do substrato e comprimento de estacas na producdo de mudas de tomate,
constataram que a mistura de solo+areia+esterco bovino e Plantmax isoladamente,
proporcionaram um aumento significativo no enraizamento e desenvolvimento das
mudas se comparado ao emprego de areia. Segundo estes autores isto ocorreu
porque a adicdo de matéria organica ao solo ou a mistura de um material inerte
como a areia, a outro biolégico como solo ou Plantmax contribuiu para a melhoria
das condicbes fisicas deste, como aumento na taxa de nutrientes e da porosidade,

essencial a aeracao radicular, ja que tanto o solo como areia quando utilizados de
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forma isolada, devido a sua alta densidade, acabam compactando as particulas e,
consequentemente, reduzem a porosidade. Além disso, a utilizagdo de areia como
Unica fonte de substrato € limitante para as estacas herbaceas, ja que ao contrario
de boa parte dos materiais possui baixa retencdo de umidade e nenhum nutriente
(DUTRA; KERSTEN, 1996).

Fotografia 03 — Aspecto visual das raizes produzidas por plantas defisalis propagadas por estaquia
(A) e por sementes (B). Legenda: SA (Solo + areia); SV (Solo + vermiculita); SP (Solo + Plantmax);
SAV (Solo + areia + vermiculita); S (Solo). UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas
Alvarez Alamino

Ainda sobre estes aspectos, Zietemann e Roberto (2007) sugerem que a alta
eficiéncia do substrato comercial Plantmax sobre o0 enraizamento e/ou

desenvolvimento de plantas se deve, além da alta concentracdo de matéria organica
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e porosidade, a grande quantidade de cargas idnicas e retencdo de umidade
satisfatoria.

Resultados semelhantes aos encontrados neste experimento também foram
observados por Oliveira et al. (2003) ao avaliarem o efeito de diferentes épocas,
substratos e concentracdes de acido indolbutirico no enraizamento de estacas
semilenhosas de oliveira. Segundo estes autores, o desenvolvimento das estacas
ocorreu com maior significancia no tratamento areia + solo. Dutra e Kersten (1996)
ao testarem diferentes substratos na estaquia da ameixeira (Prunus salicina)
observaram que a boa capacidade de drenagem e maior espago pPOroso
proporcionados pela areia e o equilibrio entre os teores de agua e ar, bem como a
adequada densidade proporcionada pela vermiculita, propiciaram um elevado
percentual de enraizamento.

Outro aspecto relevante quanto ao bom desempenho do substrato SP (solo +
Plantmax) diz respeito ao pH da mistura. Dentre os substratos testados, o
tratamento SP, juntamente com o SV (solo + vermiculita) apresentaram um carater
levemente acido (5,0 e 5,6, respectivamente), faixa esta que segundo Kampf (2005)
€ a ideal para substratos utilizados em fruticultura. Além disso, pHs como os das
misturas favorecem a germinacdo de sementes e dificultam o desenvolvimento de
algumas classes de microorganismos (FACHINELLO et al., 1995).

Outra hipotese sobre a auséncia de diferenca significativa entre os substratos
€ que estes foram compostos por uma por¢cado de matéria inerte e outra biologica
(solo), fazendo com que as caracteristicas das misturas fossem bastante
semelhantes entre si. Além disso, os tratos culturais como rega e adubacao organica
(himus de minhoca) foram efetuados de forma homogénea e no mesmo periodo
para todos os tratamentos. Correia et al. (2001) verificaram que substratos contendo
componentes organicos, como himus de minhoca, em sua composicdo foram
eficientes para a formacao de porta-enxertos de gravioleira em tubetes. Okumura et
al. (2002) verificaram que com a utilizacdo de humus de minhoca na proporcdo de
25% no substrato, excluiu a necessidade de adubacdo mineral. Negreiros et al.
(2004) testando diferentes substratos na producdo de mudas de mamoeiro grupo
solo observaram que as misturas que receberam incorporacdo de componentes
organicos foram as que apresentaram 0s maiores indices de massa seca da parte

aérea, provavelmente pelo fato de terem modificado o equilibrio composicional
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desses substratos, proporcionando melhores condi¢Bes para a muda em relacdo a
aeracgao, nutricdo e sustentacgéao.

Portanto, observa-se que as mudas possuem boa adaptabilidade quando
desenvolvidas em diferentes substratos, sendo a estaquia o método mais favoravel
se comparado a propagacdo por sementes em ambiente protegido, porém, como
ndo foi definido um tipo de substrato especifico, ja que 0s mesmos nao
apresentaram diferenca significativa entre si, fica a critério do produtor a escolha,

dentre os tratamentos testados, do material mais adequado a sua estrutura de

producéo.
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7 CONCLUSOES

- A estaquia é o melhor método de propagacdo para producdo de mudas de fisalis

comparado a propagacdo por sementes.

- Nao foram constadas diferencas significativas entre as misturas de materiais

empregados como substratos
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Através do ensaio realizado pode-se concluir que a propagac¢ao por estaquia
demonstra ser mais eficiente do que a propaga¢ao por sementes, na producao de
mudas, o0 que possibilitaria ao pequeno produtor reducdo de custos e tempo, ja que
a etapa de semeadura e desenvolvimento inicial das plantulas seria eliminada. Além
disso, como as plantas tém um ciclo de vida produtivo de no méaximo dois anos,
estas, ao mesmo tempo em que produzem os frutos, poderiam servir como matrizes
para a retirada das estacas, dando nova vida a um material que provavelmente seria
futuramente descartado.

Em relacdo aos substratos, a auséncia de diferenca significativa entre as
combinac¢des de materiais empregados indica que ao serem mantidas em condi¢cdes
controladas e com a aplicacdo homogénea de adubacdo organica, as plantas
respondem da mesma forma a qualquer um dos tratamentos. Assim, estes
resultados abrem precedentes para que novos ensaios sejam realizados com outros
substratos, com diferentes tipos de estacas, vasos, épocas de coleta, niveis de

irrigacdo, sombreamento, entre outros.
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CAPITULO 02 ASPECTOS ANATOMICOS DE PLANTAS DE Physalis pubescens
L.

RESUMO

ALAMINO, Douglas Alvarez. Caracteristicas agronémicas de fisalis (Physalis
pubescens L.) produzidas por diferentes métodos e substratos e aspectos
anatdomicos e fitoquimicos. 2011. 89 f. - Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Programa de Pés-Graduacdo em Agronomia, Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana. Pato Branco, 2011.

O presente trabalho foi realizado com o0 objetivo de caracterizar anatomicamente
algumas estruturas vegetativas e reprodutivas de Physalis pubescens L.
(Solanaceae). Folhas, caules e flores foram submetidos a cortes paradérmicos e
transversais, fixados em FAA a 70%, armazenados em etanol a 70% e,
posteriormente, analisados por microscopia eletronica de varredura. Os mesmos
materiais (folhas, caule e flores) também foram analisados por microscopia otica,
sendo estes submetidos a cortes paradérmicos e transversais, e clarificados com
hipoclorito de sodio quando necessario. As amostras foram coradas com solucao
aquosa de azul de metileno a 1% e solucdo acética de orceina a 1%, montadas
sobre lamina e laminula. P. pubescens apresenta lamina foliar hipoestomatica, seus
estdbmatos localizam-se um pouco abaixo do nivel da epiderme, mesofilo composto
pelo parénquima palicadico e lacunoso, com a presenca de drusas; a nervura
principal, assim como o peciolo exibem contorno biconvexo, com a presenca de
feixes vasculares em seu interior e colénquima adjacente a epiderme. Além disso, 0
peciolo exibe idioblastos de areia cristalina dispersos aleatoriamente. O caule possuli
formato hexagonal com a presenca de quatro costelas laterais preenchidas por
células do parénguima e feixes vasculares. Ao longo de toda a Iamina foliar, caule e
peciolo ocorrem tricomas glandulares e eglandulares, estes ultimos também estéao
presentes em algumas regifes das pétalas, as quais sdo recobertas por inidmeras
papilas. Conclui-se que P. pubescens exibe as principais caracteristicas anatdbmicas
da familia Solanaceae, sendo a auséncia de estdmatos na regido adaxial da lamina
foliar um carater distintivo desta em relacdo as demais espécies do género.

Palavras — chave: anatomia foliar; drusas; fisalis, hipoestomatica, tricomas

glandulares; papilas.
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ABSTRACT

ALAMINO, Douglas Alvarez. Agronomic characteristics of physalis (Physalis
pubescens L.) produced by different methods and substrates and anatomical and
phytochemical aspects. 2011. 89 f. - Dissertation (Master in Agronomy) - Graduate
Program in Agronomy, Federal Technological University of Parana. Pato Branco,
2011.

The present study was to characterize anatomically some vegetative and
reproductive structures of Physalis pubescens L. (Solanaceae). Leaves, stems and
flowers were sectioned and cross paradermal fixed in FAA 70%, stored in 70%
ethanol and subsequently analyzed by scanning electron microscopy. The same
materials (leaves, stems and flowers) were also analyzed by optical microscopy,
which underwent paradermal and cross sections, and cleared with sodium
hypochlorite as needed. The samples were stained with aqueous methylene blue of
1% and acetic solution orcein of 1%, mounted on a slide and coverslip. P. pubescens
leaf presents hypostomatic their stomata are located slightly below the epidermis,
mesophyll composed of the palisade and spongy parenchyma, the presence of
drusen, the main vein, and the petiole biconvex contour display, with the presence of
vascular bundles inside and collenchyma adjacent to the epidermis. In addition, the
petiole displays idioblasts crystalline sand randomly dispersed. The stem has a
hexagonal shape with the presence of four lateral ribs filled with parenchyma cells
and vascular bundles. Throughout the leaf blade, stem and petiole eglandular and
glandular trichomes occur, the latter are also presente in some regions of the petals,
which are covered with numerous papillae. It is concluded that P. pubescens shows
the main anatomical features of the Solanaceae, and the absence of stomata in the
adaxial region of leaf blade of a distinctive character compared with other species.

Key - words: leaf anatomy; drusen; physalis; hypostomatic glandular; papillae.
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9 INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma das mais ricas floras do planeta, isto por abrigar uma
porcentagem consideravel das mais de 250.000 espécies de plantas, dentre as
quais bridfitas, pteridofitas, gimnospermas e angiospermas (CORDEIRO, 2006).
Mesmo com toda esta diversidade, as informagdOes sobre a flora ainda sé&o bastante
escassas e fragmentadas, porém, este quadro vem sendo revertido ao longo das
Ultimas décadas, visto o interesse de pesquisadores, de diferentes areas do
conhecimento, na identificacdo e preservacéo de espécies de importancia ecolbgica
e econbmica (fibras, aromas, 6leos, farmacos) (POTIGUARA, 2010).

Ao se avaliar, de forma generalizada, a familia Solanaceae se constata que o
maior nimero de trabalhos sobre os caracteres anatdmicos de espécies ocorre para
0s géneros Solanum e Nicotiana (NURIT-SILVA et al., 2007; PEDROSO; ALVES,
2008; COUTINHO, 2009; NURIT-SILVA; AGRA, 2009; ARAUJO et al., 2010)

Em relacé&o ao género Physalis os estudos anatdbmicos sao recentes e quase
gue inexistentes, destacando-se somente o realizado por Nurit-Silva e Agra (2005)
ao realizarem o estudo farmacobotanico comparativo entre Nicandra physalodes e
Physalis angulata (Solanaceae). Segundo estes autores, as duas espécies
compartilham varios caracteres anatdomicos, como a morfologia das células
epidérmicas, os tipos de estdbmatos, o mesofilo dorsiventral, presenca de tricomas
glandulares e eglandulares, tanto nas folhas como nos peciolos e o nimero de
feixes vasculares na nervura principal e peciolo. Entretanto, a presenca de drusas
no mesofilo de P. angulata é um carater diferencial para esta espécie.

Sobre Physalis pubescens, em especifico, os trabalhos anatdbmicos séao
inexistentes, porém, seus aspectos morfologicos ja foram avaliados por Carvalho e
Bovini (2006), os quais consideraram a planta como uma erva ou subarbusto, a qual
apresenta ramos hialinos, tricomas simples e glandulares por toda a superficie
vegetativa, folhas e flores inteiras e isoladas, e frutos globosos, recobertos pelo
célice ampliado.

Com base nos aspectos citados, o presente trabalho teve como obijetivo
realizar a descricdo da anatomia foliar, caulinar e floral mediante observagcédo, em
microscopio oOtico e de varredura, dos cortes histologicos de P. pubescens L.

visando, assim iniciar os estudos anatémicos da espécie.
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10 MATERIAL E METODOS

10.1 Coleta, identificacéo e preparo de material botanico

Amostras vegetais do caule, folhas (lamina e peciolo) e flores (pétalas e gréos
de pdlen) foram coletadas de plantas de Physalis pubescens L. cultivadas em casa
de vegetacdo na Universidade Tecnolégica Federal do Parand — Campus de Pato
Branco. Parte do material foi herborizado e encaminhado ao Departamento de
Botanica da Universidade Federal do Parana (UFPR), o qual foi identificado pelo
Prof. Ms. Olavo Araujo Guimardes, sendo entdo depositado no Herbario do
Departamento de Botanica da UFPR, sobre o numero UPCB 70085.

O material vegetal foi fixado em FAA a 70% (Formaldeido + acido acético +
alcool etilico) por 72 horas e, posteriormente, armazenado em etanol a 70%. O
estudo anatdomico baseou-se na observacdo em microscopio oOtico e de varredura
(procedimento este realizado no Centro de Microscopia Eletrénica da UFPR) das
seccOes transversais, obtidas a méo livre, do caule, porcdo mediana do peciolo,
lamina foliar na regido mediana da nervura principal e pétalas. As eletromicrografias
de varredura foram realizadas em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV): JEOL
JSM 6360 LV - Scanning Electron Microscope Ponto Critico: BAL-TEC CPDO030
Critical Point Dryer Metalizador: SCD030 Balzers Union FL9496 Balzers.

Para as observacdes realizadas no Laboratério de Bioquimica e Fisiologia
Vegetal da UTFPR, Campus de Pato Branco, os cortes das estruturas vegetativas
foram clarificados, devido a alta concentracéo de clorofila, em solucéo de hipoclorito
de sodio a 20% do produto comercial, por um periodo de uma hora, sendo, em
seguida, lavados com agua destilada. Fragmentos epidérmicos, de ambas as faces
foliares, foram obtidos ap06s dissociacéo, por imersdo em solucdo de hipoclorito de
sédio a 20%, por 72 horas. As amostras foram coradas com azul de metileno
(solucdo aquosa) a 1%, orceina (solucdo acética) a 1%, montadas sobre lamina e
laminula e observadas em microscopio O6tico Physis, com camera acoplada
Micrometrics®.

A classificacao das estruturas anatbmicas baseou-se em artigos e na obra de

Appezzato-da-Gléria e Carmello-Guerreiro (2004).
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11 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por possuir estbmatos somente na face abaxial, a lamina foliar de P.
pubescens é hipoestomatica, diferentemente de P. angulata a qual apresenta estas
estruturas nas duas faces da folha (NURIT-SILVA; AGRA, 2005). O mesofilo é
heterogéneo e dorsiventral (Fotografia 04), formado por células do parénquima
palicadico, as quais se apresentam como uma camada uniestratificada e seriada, e
pelo parénquima lacunoso, o qual é constituido por quatro ou mais camadas de
células irregulares, justapostas, com a presenca de um grande numero de drusas

em seu interior.

Fotografia 04 - Sec¢éo transversal da lamina foliar. Legenda: ead: epiderme adaxial; pp: parénquima
palicadico; plc: parénquima lacunoso; pcl: parénguima clorofiliano; drs: drusas; vxI: vaso xilemético;
eab: epiderme abaxial. UTFPR, Campus pato Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez Alamino.

Em vista frontal, as células epidérmicas da superficie abaxial e adaxial,
apresentam paredes sinuosas, de formato irregular, com paredes relativamente mais
delgadas para a face inferior da folha (Fotografias 05A e 05B). Em corte transversal
estas mesmas regifes apresentam paredes periclinais convexas revestidas por uma
cuticula lisa e delgada, e células de menor diametro, respectivamente (dados néo

mostrados).
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Fotografia 05 — Fotomicrografia de varredura das seccOes paradérmicas de folhas de Physalis
pubescens L., evidenciando o aspecto anatémico das células da face abaxial (A) e adaxial (B).
Legenda: est: estbmato; tce: tricoma eglandular. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas
Alvarez Alamino e Marisa de Cacia Oliveira.

Os estbmatos (Fotografia 06), presentes em grande quantidade na face
abaxial das folhas, estédo localizados um pouco abaixo do nivel da epiderme e sao
divididos em anisociticos e anomociticos (referente a disposicdo e numero de
células ao entorno dos estdbmatos); sendo o primeiro tipo também encontrado em
Physalis viscosa (MAITI et al.,, 2002); além disso, estas estruturas possuem alta

afinidade por corantes organicos.

Fotografia 06 — Secc¢éo paradérmica de folhas de Physalis pubescens L., evidenciando o grande
ndamero de estdmatos dispersos face abaxial. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas
Alvarez Alamino.
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Por toda a extensao da Iamina foliar, em ambas as faces e ao longo de toda a
nervura principal, ocorrem tricomas eglandulares, multicelulares, unisseriado, e
tricomas glandulares estipitados, subsésseis, com a cabeca unicelular (Fotografias
07A, 07B e 07C).

Diferentemente do que ocorre para P. pubescens L., em plantas de P. viscosa
os tricomas séo ramificados (MAITI et al., 2002). Segundo Karabourniotis e Bornman
(1999) a presenca de tricomas em diferentes superficies de um vegetal ajuda a
atenuar a radiacdo incidente, principalmente nas faixas do azul, UV-A e UV-B,
protegendo os tecidos foliares de plantas xerdfitas. Esta atenuagdo provocada pelos
tricomas ocorre devido as propriedades de refletancia e disperséo, principalmente
em relacao as faixas espectrais da radiacdo fotossintética (400-700 nm) (SKALTSA
et al., 1994)

X508 -« SPmm

Fotografia 07 — Fotomicrografia de varredura da face abaxial das folhas de Physalis pubescens L., A)
nervura central (nvc) e os tricomas glandulares (tcg) e eglandulares (tce) presentes sobre a epiderme
B) detalhe dos tricomas glandular estipado e C) eglandulares. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.
Fonte: Douglas Alvarez Alamino e Marisa de Cacia Oliveira.

A nervura principal (Fotografia 08) exibe contorno biconvexo, com maior
proeminéncia na face abaxial. Adjacente a epiderme, o colénquima, que € do tipo
angular, distribui-se ao longo de toda a regido periférica de ambas as faces,
perfazendo de dois a trés extratos celulares, sendo esta caracteristica também

encontrada por Pedroso e Alves (2008) ao avaliarem a anatomia foliar de Nicotiana
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tabacum L., outro representante da familia Solanaceae. O parénquima fundamental
€ constituido por células esféricas e hexagonais de diferentes diametros. Junto a ele
encontra-se 0 sistema vascular, formado por um Unico feixe bicolateral semicircular,
com inumeros elementos de vaso dispostos radialmente. As células floeméticas

encontram-se organizadas em corddes de cinco a sete estratos celulares.

Fotografia 08 - Seccdo transversal nervura principal. Legenda: ead: epiderme adaxial;, col:
colénquima; tce: tricoma eglandular; xil: xilema; fl: floema; cam: cambio; pf: parénquima fundamental;
eab: epiderme abaxial. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez Alamino.

O peciolo (Fotografia 09) exibe contorno biconvexo, com duas costelas
laterais. A epiderme é uniestratificada, revestida por uma cuticula lisa e delgada.
Tricomas eglandulares e do tipo glandular-estipitado, similares aos da lamina foliar,
estdo presentes ao longo de todo o peciolo. A regido cortical € composta pelo
colénquima subepidérmico, do tipo angular, formado por duas a trés camadas de
células, e pelo parénquima fundamental, composto por células de contorno
arredondado e idioblastos de areia cristalina dispersos aleatoriamente, sendo estas
Gltimas estruturas também encontradas por Nurit-Silva et al. (2007) para Nicotiana
glauca. Junto ao parénquima ocorre o sistema vascular. A transicdo entre estas
duas regides de células é marcada por uma reducao gradual no espessamento das
paredes celulares. Assim como em algumas espécies do subgénero Solanum
(ARAUJO et al., 2010) o sistema vascular de P. pubescens é constituido por feixes

bicolaterais, dois a trés grandes e centrais, em forma de arco, e dois pequenos,
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laterais, arredondados, dispostos na regido das costelas, estruturas estas
consideradas como pequenas protuberancias celulares, formadas por células
epidérmicas e parenquimdticas, as quais geralmente possuem feixes de

vascularizag&o na parte central (Fotografia 09).

Fotografia 09 - Seccao transversal do peciolo, regido mediana. Legenda: ead: epiderme adaxial; col:
colénquima; fv: feixe vascular; trc: tricoma; id: idioblasto; xlI: xilema; fl: floema; pf: parénquima
fundamental; eab: epiderme abaxial. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez
Alamino.

O caule (Fotografia 10) possui formato hexagonal, com a presenca de quatro
costelas laterais, dispostas radialmente. A epiderme € unisseriada, composta pelas
células do parénquima clorofiliano, seguida por um corddo de células
colenquimaticas, o qual faz a transicdo entre este parénquima e o parénquima
medular, sendo este composto por células arredondadas com tamanhos variados. O
sistema vascular € composto por seis feixes dispostos radialmente e com maior
proporcao nas regides proximas as costelas. Assim como nas demais estruturas da
planta, os tricomas eglandulares e glandulares estdo presentes e distribuidos em
grande numero, por toda a superficie do caule. Estas caracteristicas sdo distintas
das encontradas por Nurit-Silva e Agra (2009) ao estudarem a morfoanatomia de

orgaos vegetativos de Solanum caavurana Vell.
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Fotografia 10 - Seccdo transversal do caule, regido mediana. Legenda: epd: epiderme; col:
colénquima; trc: tricomas; xI: xilema,; fl: floema; fv: feixe vascular; pq: parénquima; pm: parénquima
medular; pcl: parénquima clorofiliano. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez
Alamino.

A superficie adaxial das pétalas (Fotografias 11A e 11B) é composta por
pequenas projecdes denominadas de papilas, as quais se encontram dispostas de
forma arranjada, sendo comum a presenca de grdos de poélen sobre as mesmas,
decorrente da acdo dos agentes polinizadores. A face abaxial € composta por uma

mescla de papilas e tricomas do tipo eglandular (Fotografia 11A).

Fotografia 11 — Fotomicrografias de varredura da face adaxial das pétalas de Physalis pubescens L.,
evidenciando (A) a presenca de papilas (pap), tricomas eglandulares (teg); e (B) detalhes das papilas
e gréos de polen (pdl). UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez Alamino e
Marisa de Cacia Oliveira.
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12 CONCLUSOES

- A lamina foliar de P. pubescens L. € hipoestomatica;

- H& a presenca de um grande numero de drusas no interior do parénquima
lacunoso;

- Seus estdmatos sao divididos em anisociticos e anomociticos;

- Ha& um grande numero de tricomas glandulares e eglandulares dispersos por toda a

epiderme da planta.
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13 CONSIDERACOES FINAIS

Ao se avaliarem os aspectos anatdmicos de P. pubescens L. pode-se concluir
que esta exibe estruturas caracteristicas da familia Solanaceae, como por exemplo,
a presenca de tricomas na lamina foliar e idioblastos de areia cristalina dispersos
pelo parénquima.

A deteccdo da presenca de estruturas secretoras, como € o caso dos
tricomas, quando o material vegetal é seccionado transversalmente ou através da
observacéo direta da forma e conteudo destes, pode ser um grande indicativo da
presenca de metabolitos secundarios na planta, como 6leo essencial. Além disso, a
grande afinidade tintorial observada nos tecidos indica a possibilidade do emprego
de reagentes especificos que podem ajudar a identificar e elucidar a presenca de
determinados grupos de substancias quimicas dentro das diferentes estruturas da
planta.

A auséncia de estdbmatos na face adaxial das folhas de P. pubescens também
foi uma caracteristica de grande relevancia ja que esta informacéo, futuramente,
podera ser util no esclarecimento e estabelecimento de possiveis diferencas entre as
espécies do género. Porém, sdo necessarios estudos mais detalhados, ja que os
ensaios realizados serviram apenas como ponto de partida para a descricdo

detalhada da espécie.
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CAPITULO 03. PERFIL FITOQUIMICO DE PLANTAS DE Physalis pubescens L.

RESUMO

ALAMINO, Douglas Alvarez. Caracteristicas agronémicas de fisalis (Physalis
pubescens L.) produzidas por diferentes métodos e substratos e aspectos
anatomicos e fitoquimicos. 2011. 89 f. - Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Programa de Pés-Graduacdo em Agronomia, Universidade Tecnolégica Federal do
Parana. Pato Branco, 2011.

Devido ao pouco numero de trabalhos sobre os constituintes quimicos presentes em
Physalis pubescens L., o presente estudo avaliou, por diferentes técnicas
cromatograficas, o extrato bruto das folhas da planta. Para tanto folhas de P.
pubescens oriundas de plantas cultivadas em vasos mantidos em casa de
vegetacado, foram secas, moidas e extraidas com hexano e etanol. O extrato bruto
obtido pela extracéo foi aplicado em coluna cromatogréafica, tendo como solventes
para a particdo diclorometano, acetato de etila, metanol e 4gua destilada. As fragdes
foram, entdo, submetidas a cromatografia em camada delgada (TLC), com a
aplicacdo de diferentes sistemas de eluicdo e revelacdo; e ressonancia magnética
de prétons (RMN 'H). Foram encontrados, através de cromatografia em camada
delgada, sinais da presenca de alcaldides, cumarinas, fisalinas, 6leo essencial,
saponinas, triterpendides e taninos. Em virtude do alto teor de acidos graxos nas
fracOes obtidas do extrato bruto, ndo foi possivel identificar isoladamente nenhum
composto por RMN *H, sendo realizada somente a identificacdo de possiveis grupos
de compostos, entre os quais, triterpenos em mistura nas fracfes acetato de etila e
metanol e compostos aromaticos de baixa intensidade na fracdo hidroalcéolica. Em
funcdo desses resultados optou-se por realizar cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) do extrato bruto das folhas. As folhas frescas
foram submetidas a extracdo exaustiva com metanol:cloroférmio (7:3 v/v), em banho
maria a 50°C, seguido de banho ultrassénico, sendo as amostras filtradas em filtro
Millipore 0,45 um e injetadas no cromatografo. Foram encontrados sinais de um
possivel alcal6ide identificado como epistefamiersina (86% de probabilidade), sendo
este o primeiro registro deste composto para a referida espécie. Em virtude destes
resultados preliminares conclui-se que, P. pubescens sintetiza inUmeras categorias
de compostos secundarios, entre as quais, as fisalinas e, possivelmente o raro
alcalbide epistefamiersina, porém sao necessario estudos mais detalhados para a
concretizacao desta hipotese

Palavras — chave: Physalis pubescens L.; epistefamiersina; fisalis; fisalinas;

metabdlitos secundarios.
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ABSTRACT

ALAMINO, Douglas Alvarez. Agronomic characteristics of physalis (Physalis
pubescens L.) produced by different methods and substrates and anatomical and
phytochemical aspects. 2011. 89 f. - Dissertation (Master in Agronomy) - Graduate
Program in Agronomy, Federal Technological University of Parana. Pato Branco,
2011.

Due to the limited number of studies on the chemical constituents present in Physalis
pubescens L. The present study evaluated using different chromatographic
techniques, the crude extract of the leaves. For both leaves of P. pubescens from
plants grown in pots in greenhouse were dried and extracted with hexane. The crude
extract obtained by extraction was applied in chromatographic column and as
solvents for the partition dichloromethane, ethyl acetate, methanol and distilled water.
The fractions were then subjected to thin layer chromatography (TLC), with the
application of different systems of elution and revelation, and proton magnetic
resonance (*H NMR). Were also found, by thin layer chromatography, signals the
presence of alkaloids, coumarins, physalins, essential oil, saponins, triterpenoids and
tannins. Due to the high content of fatty acids in the fractions obtained from crude
extract, we could not identify any compound isolated by *H NMR, being performed
only to identify possible groups of compounds, among which are triterpene mixture
into fractions of ethyl acetate and methanol and aromatic fraction of low intensity in
hydroalcoholic. Due to these results we chose to perform the gas chromatography-
mass spectrometry (GC / MS) of crude extract of the leaves. Fresh leaves were
extracted exhaustively with methanol: chloroform (7:3 v / v) in water bath at 50° C,
followed by ultrasonic bath, and the samples were filtered through Millipore filter 0.45
uM and injected into the chromatograph. From the analysis in GC / MS of the crude
extract was found possible signs of an alkali unit as identified by epistephamiersine
(86% probability), this being the first record of this compound for that species. . Given
the preliminary results, we conclude that, P. pubescens synthesizes several classes
of secondary metabolites, including the physalins, and possibly the rare alkaloid
epistephamiersine, but more detailed studies are necessary to the achievement of
this hypothesis.

Key - words: epistephamiersine; physalins; secondary metabolites.
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14. INTRODUCAO

Desde os primérdios da civilizacao, as plantas tém sido utilizadas pelo homem
como fonte de alimento, no tratamento de doengas, entre outros usos (FRANCA,
2001). Em fungcdo da necessidade, o homem acabou descobrindo espécies de
plantas com acdo toxica ou medicinal, construindo, assim, um conhecimento
empirico das suas acfes medicinais. Um exemplo de utlizacdo pratica deste
conhecimento € o curare, um veneno utilizado nas flechas por certas tribos
indigenas da floresta amazbnica que deu origem a descoberta de poderosos
relaxantes musculares utilizados nos dias atuais como auxiliares indispensaveis em
determinadas intervencdes cirtrgicas (HOSTETTMANN et al., 2003).

Assim, pode-se dizer que as plantas, em um contexto geral, constituem um
reservatorio de principios ativos que podem ser usados como medicamento para
uma infinidade de patologias. Esta busca por plantas Uteis para a saude humana,
baseada nos conhecimentos populares, € de grande importancia para a ciéncia, uma
vez que essas informacdes acabam indicando, muitas vezes, qual o tipo de planta e
a forma de acéo desta sobre determinadas doencas (MENDES, 2007).

A riqueza da biodiversidade da flora brasileira, assim como de outras regides
do mundo, associada aos levantamentos etnobotanicos, etnofarmacologicos,
farmacognaosticos e fitoquimicos, tém permitido aos pesquisadores isolar compostos
biologicamente ativos de diferentes espécies vegetais, 0os quais tém servido, muitas
vezes, de modelo para modificacbes estruturais e otimizacdo das propriedades
farmacoldgicas e bioquimicas de muitas moléculas, além de fornecerem informacgdes
valiosas para a construcdo de moléculas pelas industrias farmacéutica, agricola e
florestal (GUERRA; NODARI, 2001; BRAZ FILHO, 2010).

Esses estudos, além de garantirem grandes avancos no campo de
bioprospeccdo de moléculas e minimizacdo dos efeitos colaterais e de altos custos
do tratamento medicamentoso convencional, tém fornecido resultados valiosos e
importantes para o desenvolvimento, conscientizacdo e sistematizacdo da
assisténcia e do ensino da saude, jaA que grande parte da populacdo mundial se
utiliza da medicina popular para seus cuidados primarios em relacdo a saude e se
presume que a maior parte dessa terapia tradicional envolva o uso de extratos de
plantas ou seus principios ativos (KAUR et al., 2005; GONCALVES et al., 2006).
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Segundo Wink (2010), o numero de compostos do metabolismo secundario
extraido de plantas passa dos 100.000, os quais tém diversos usos, que envolvem
além de farmacos, corantes, estimulantes e alucin6genos, produtos de perfumaria,
temperos e venenos.

Dentre as centenas de milhares de compostos de interesse sintetizados pelas
plantas estdo os metabdlitos produzidos pelos representantes do género Physalis,
como os pubesenolideos e as fisalinas em P. pubescens, os quais tém sido alvos de
estudos sobre possiveis atividades anti-neoplasicas. Porém no mesmo ritmo em que
estas substancias sao testadas muito pouco se sabe sobre os outros grupos de
compostos presentes em suas estruturas (SAHAI, 1985; TOMASSINI et al., 2000).

Além desses aspectos, muitos cientistas e industrias farmacéuticas tém se
deparado com algumas dificuldades quanto a extracdo, isolamento e identificacdo de
moléculas. Isto se deve, em parte, a biossintese destes compostos nas plantas que
normalmente € baixa (menos de 1% da matéria seca), estando, assim, relacionada
diretamente a condicdo fisiolégica e ao estagio de desenvolvimento da planta
(OKSMAN-CALDENTEY; INZE, 2004), gerando grande variabilidade de espécie
para espécie. Em alguns casos a sintese € tdo baixa que acaba exigindo das
industrias farmacéuticas ou de beneficiamento processos de extragcdo mais
complexos do que os habitualmente utilizados.

Com base nestes dados, e devido a escassez de estudos quimicos sobre a
referida espécie os estudos fitoquimicos desenvolvidos no presente trabalho tiveram
como objetivo detectar a presenca de compostos de interesse do metabolismo
secundario em plantas de Physalis pubescens L. com o emprego de diferentes
técnicas cromatogréficas (TLC, CG/EM) e RMN *H.
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15 MATERIAL E METODOS

15.1 Separacéo dos compostos de P. pubescens por cromatografia em coluna

15.1.1 Material vegetal

Para a separacdo de fracdes contendo possiveis compostos de interesse do
metabolismo secundario, foram utilizadas folhas de Physalis pubescens
(Solanaceae) com aproximadamente 100 dias de idade, provenientes de ensaio de
producdo de mudas por diferentes métodos e substratos (Capitulo 1). As plantas
propagadas através de estacas e sementes foram mantidas em casa de vegetacéo,
sob condi¢cdes controladas de temperatura (26+2°C). Optou-se por utilizar folhas
coletadas da parte mediana das plantas, visto que as basais eram mais velhas e ja
apresentavam sinais de senescéncia, e as da porgdo superior eram muito novas.
Foram retiradas 5 folhas por planta, de todas as repeticbes para todos os
tratamentos, as quais foram selecionadas de acordo a turgescéncia e auséncia de
injurias. Todas as folhas coletadas foram, entdo, reunidas, sem levar em

consideracao o tipo de tratamento, visando formar uma amostra unica.

15.1.2 Processo de extracdo e separacdo dos compostos

As folhas (80 g) foram secas a temperatura ambiente, trituradas em
liquidificador e submetidas a extracao a frio por percolacdo com n-hexano (600 mL)
por 7 dias, seguida por completa evaporacdo do solvente, o qual foi reservado. O
residuo seco hexanico (cerca de 5 g) oriundo da extracédo exaustiva, foi ressuspenso
em 5 mL de hexano e apds completa homogeneizacdo com o solvente, foi
submetido a fracionamento cromatografico. A coluna com dimensdes de 2,7 cm de
diametro e 20 cm de altura foi preenchida com silica gel 60, Merck® na proporcéo de
1:10 (g de amostra/g de silica), o que resultou em uma fase estacionaria de 12,5 cm.
A amostra foi eluida com diclorometano, seguida de acetato de etila, metanol e por
fim agua destilada (todos na concentracdo de 100%). Foram utilizados 30 mL de
cada solvente.

Apés eluicdo com cada um dos solventes, as respectivas fracbes foram

recolhidas em frascos de 50 mL e deixadas em capela, a temperatura ambiente, até
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a completa evaporacao dos solventes. A Figura 03 apresenta de forma detalhada os

procedimentos mencionados.

Biomassa de Physalis pubescens
80¢g

Extracdo com n — hexano

v Y

Solvente
(reservado)

Residuo seco hexanico (5 g) |

|

Fracionamento cromatografico em coluna
de silica gel

{
| v v Y

Fragdo Fragdo Acetato Fragdo Fragcdo
Diclorometano de etila Metanol Hidroalcdolica

T~

Analise por TLC e RMN H

Figura 03 — Etapas de preparo do extrato bruto das folhas de Physalis pubescens L e fracionamento
cromatografico do residuo seco hexanico. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas
Alvarez Alamino

15.1.3 Deteccao dos compostos por cromatografia em camada delagada (TLC)

As fracbes obtidas pela cromatografia em coluna foram submetidas a uma
avaliacdo fitoquimica preliminar por cromatografia em camada delgada (TLC),
visando detectar a presenca dos seguintes grupos de metabdlitos secundarios:
alcal6ides, cumarinas, fisalinas, naftoquinonas, 6éleos volateis, saponinas,
triterpendides e taninos. Os procedimentos analiticos foram baseados em Wagner e
Blandt (1986), Ovando (2007), Bertolini (2007) e Waksmundzka-Hajnos et al. (2008),

0S quais se encontram descritos a seguir:
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15.1.3.1 Alcaldides

A cada uma das amostras retiradas das fracdes obtidas pela cromatografia
em coluna, foi adicionado 1 mL de solu¢cédo de hidroxido de aménio a 10%, seguido
pela extragdo com metanol a 80% (10 mL). A solucéo resultante foi mantida em
banho maria a 60 °C, por 5 minutos, filtrada em papel (filtro) qualitativo e
concentrada a partir da evaporacao do solvente em capela. Ao residuo foram
adicionadas 3 gotas de HCl a 1%. Com o auxilio de um capilar, as amostras foram
aplicadas em cromatoplacas de silica gel 60 (Merck).

Fase mdvel: tolueno : acetato de etila: metanol (7:2:1 v/v/v)
Revelador: reagente de Dragendorff

Deteccéao: presenca de zonas escuras ou laranja, em luz visivel.

15.1.3.2 Cumarinas e fisalinas

As fracOes foram ressuspensas em 1 mL de metanol a 80%. Uma pequena
aliquota foi aplicada nas cromatoplacas de silica gel 60 com o auxilio de um capilar.
Para cumarinas:

Fase movel: tolueno : acetato de etila (9,3:0,7 v/v)

Revelador: solucdo etanolica de hidroxido de potassio a 5%, seguido de
acondicionamento das placas, por 5 minutos, em estufa a 100°C. Exposicéo a luz
ultravioleta a 365 nm

Deteccdao: Fluorescéncia azul a verde

Para fisalinas (modificado)

Fase movel: hexano: acetato de etila (3:7 v/v)

Revelador: em substituicdo a solucdo de vanilina sulfarica foi utilizado fenol a 5% +
acido sulfarico a 10%, seguido de acondicionamento das placas, por 5 minutos, em
estufa a 100 °C.

Deteccdo: Zonas rosadas a vermelho em luz visivel.
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15.1.3.3 Oleos essenciais (modificado)

Cada fracdo foi ressuspensa em 1 mL de tolueno. Uma pequena aliquota foi
aplicada nas cromatoplacas de silica gel 60 com o auxilio de um capilar.
Fase mdvel: tolueno: acetato de etila (93:7 v/v)
Revelador: solucdo fenol sulfurica seguida de acondicionamento das placas, por 10
minutos, em estufa a 100 °C.
Deteccao: Presenca de zonas azuis, verdes, vermelhas, palha e marrons na luz

visivel, que desaparecem em pouco tempo.

15.1.3.4 Saponinas e triterpendides.

As fracOes foram ressuspensas em 1 mL de etanol a 70%, e aplicadas nas
cromatoplacas de silica gel 60 com o auxilio de um capilar.
Fase movel: butanol: acido acético: H>O (5:1:4 viviv)
Revelador: Solucdo de Liebermann - Burchard seguido de acondicionamento das
placas, por 5 minutos, em estufa a 100 °C, visualizadas em luz ultravioleta (365nm)
Deteccao: Zonas azuis e verdes indicam saponinas esteroidais; zonas vermelhas e

violetas indicam a presenca de triterpendides.

15.1.3.5 Taninos

Cada fracdo foi ressuspensa em 1 mL de metanol a 80%. Uma pequena
aliquota foi aplicada nas cromatoplacas de silica gel 60 com o auxilio de um capilar.
Fase movel: acetato de etila: metanol: H,O (7,7 :1,5: 0,8 v/VIV)

Revelador: Solucdo de Liebermann - Burchard seguido de acondicionamento das
placas, por 5 minutos, em estufa a 100 °C.

Deteccao: Aparecimento de zonas marrom escuro a preto a luz visivel.
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15.2 Identificacdo de compostos produzidos por P. pubescens através de

ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN *H)

As andlises de ressonancia magnética nuclear protonica das fracdes de P.
pubescens foram realizadas no Centro de Ressonancia Magnética Nuclear da
Universidade Federal do Parand, pelo grupo do professor Dr. Andersson Barisson, o
qual também realizou a interpretacao dos espectros.

O padrao de referéncia interna foi o tetra metil silano (TMS) e o solvente
utilizado foi cloroformio deuterado (CDCI3). As quantidades aproximadas de
amostras enviadas para andlise foram: fracdo diclorometano (0,70 g), fracdo acetato
de etila (1,05 g), fracdo metanol (1,71 g) e fracao hidroalcéolica (1,21 g)

15.3 Identificacdo de compostos produzidos por P. pubescens através de

cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas

15.3.1 Material vegetal

Para a identificacdo dos compostos produzidos por P. pubescens optou-se
por realizar outro método de extracéo, diferente do utilizado no ensaio de separacao
dos compostos por fracionamento cromatografico em coluna. A coleta do material
vegetal foi realizada segundo os mesmos principios e utilizando as mesmas plantas
do ensaio citado anteriormente, porém, aqui foram empregados 100 g de material

fresco.

15.3.2. Processo de extracao

O material vegetal fresco foi fragmentado com o auxilio de uma tesoura e
acondicionado em erlenmeyer, onde se adicionam 250 mL de solucao
metanol:cloroférmio (7:3 v/v). O material foi colocado em banho maria a 50 °C, para
extracdo, por uma hora. Apds este periodo o extrato foi submetido a banho de
ultrassom, por um periodo de 10 minutos. O material foi, entdo, filtrado em funil de

vidro contendo algodado hidréfilo. O filtrado, denominado de extrato bruto, foi
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colocado em rotaevaporador para reducdo proxima a um quarto do seu volume
inicial. Posteriormente, o frasco contendo o extrato reduzido foi deixado em capela
até a completa evaporacéo do solvente.

O residuo obtido foi ressuspenso em 10 mL de metanol grau HPLC, e filtrado
em |4 de vidro e sulfato de sodio anidro. Com o objetivo de eliminar possiveis
residuos, o material resultante foi centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos. ApGs a
centrifugacéo, o sobrenadante foi recolhido, transferido para frasco de vidro ambar
(10 mL) e armazenado sob refrigeracdo até o momento das analises.

15.3.3 Preparo das amostras para injecao no CG/EM

Antes de serem injetadas no cromatografo a gas, a amostra foi filtrada em
filtro de seringa Millipore (poros de 0,45 um), e em seguida acondicionada em frasco
“vial” (2 mL) para injecdo automatica no aparelho (Cromatografo a gas Varian 431-
GC acoplado a espectro de massas Varian 210-MS).

Devido as poucas ou inexistentes informacfes a respeito de andlises de
materiais provenientes de espécies do género Physalis através de CG/EM, as
condicbes de andlise foram estabelecidas como uma tentativa de indicar o maior

numero possivel de compostos (“varredura geral”).

Quantidade injetada: 3 pL

Coluna: VA-S/ 5% Phenyl-methyl Polysiloxane 30 x 0,25 x 0,25m;
Temperatura do injetor: 250 °C;

Rampa de Aquecimento: 60 °C — 3°C min™* — 240 °C,

Gas de arraste: Hélio;

Fluxo: 1 uL min?;

Tempo de corrida: 60 minutos.
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16 RESULTADOS E DISCUSSAO

16.1 Avaliacdo da presenca de compostos do metabolismo secundério de P.

pubescens por cromatografia em camada delgada (TLC)

Apés fracionamento cromatografico e evaporacéo dos solventes o rendimento
e caracteristicas das fracdes foram os seguintes: 1) fracdo diclorometano
(rendimento de 14%), caracterizado pela formacao de 0,70 g de um precipitado com
tonalidade variando do branco ao amarelo; 2) fracdo acetato de etila resultou em
21% de rendimento, ou seja, cerca de 1,05 g de um precipitado amarelo ouro; 3)
fracdo metanol gerou um total de 34,2% ou 1,71 g de um precipitado verde escuro,
4) fracao hidroalcéolica, que teve um rendimento de 24,2%, cerca de 1,21 g de
precipitado da mesma coloracdo. Na Fotografia 12 sdo apresentadas as respectivas
fracOes antes da secagem completa.

Fotografia 12 — Aspecto geral das fracdes obtidas por fracionamento cromatografico em coluna antes
da evaporacédo dos solventes. Legenda: FDIC (Fracao diclorometano); FACE (Fracao acetato de etila)
FMET (Fracdo metanol) e FH,O (Frac&o hidroalcdolica). UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte:
Douglas Alvarez Alamino.

Os resultados apresentados na Tabela 06 se referem a presenca ou nao de
alguns metabdlitos secundarios em plantas de P. pubescens, detectados por analise

gualitativa, realizada através de cromatografia em camada delgada (TLC).
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Tabela 06 — Resultados da cromatografia em camada delgada quanto a presenca ou auséncia de
metabolitos secundarios no extrato das folhas de P. pubescens

Metabolito FRACOES

secundario FDIC FACE FMET FH.O
Alcalbides - + + -
Cumarinas + + - +
Fisalinas - - + -
Oleo essencial + + + +
Saponinas - - - +
Triterpendides - - + +
Taninos + + + +

Legenda: FDIC: Fracdo Diclorometano; FACE: Fracdo Acetato de Etila; FMET: Fracdo Metanol;
FH,O: Fracgao hidroalcolica. — (ausente), + (presente)

Os alcaloides, quando em contato com o reativo de Dragendorff,
apresentaram-se como manchas marrom-acinzentadas, tanto na fragdo acetato de
etila como na metilica, sendo seus valores de Rf 0,06 e 0,42, respectivamente
(Fotografia 13).

A presenca deste composto em espécies da familia Solanaceae foi
evidenciada por L6bo et al. (2010) ao realizarem a prospeccao fitoquimica de
Solanum paniculatum Lam., por Cornelius et al. (2004), os quais isolaram a
solasonina de Solanum crinitum Lam., e por Griffin et al. (2000) ao avaliarem a
presenca de alcaldides tropanicos nas familias Solanaceae, Erythroxylaceae,
Proteacea, Convolvulaceae, entre outras.

Em espécies do género Physalis a presenca de alcaldides de diferentes
grupos foram encontrados por Edeoga et al. (2005) para Physalis angulata, os quais
constataram também a presenca de saponinas, esterdides, glicosideos, taninos e
flavondides, e por Drost-Karbowska et al. (1993), em Physalis ixocarpa, que

encontraram, além de alcaldides, os vitandlidos, saponinas, e flavondides.
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Fotografia 13 — Perfil cromatogréafico das frac6es do extrato bruto de P. pubescens para alcal6ides.
Sistema de solventes para o desenvolvimento e revelacdo, respectivamente: tolueno:acetato de
etila:metanol (7:2:1 viviv) e reagente de Dragendorff. Legendas: DIC (fracdo diclorometano), ACE
(fracdo acetato de etila), ME (fracdo metanol) e H,O (fracdo hidroalcéolica). UTFPR, Campus Pato
Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez Alamino.

Compostos nitrogenados de sabor amargo e carater basico, os alcaldides
estdo entre os compostos ativos mais importantes do ponto de vista farmacolégico,
caracteristica esta decorrente do seu efeito fisiologico e/ou psiquico sobre o corpo
humano (RAVEN et al., 2001). Nos vegetais sua funcdo especifica ainda é uma
incognita a ser decifrada; segundo especulacdes estes compostos poderiam estar
relacionados a excrecdo de substancias que armazenassem nitrogénio, porém,
poucas sao as evidéncias que sustentem esta afirmacao (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Em relacdo as cumarinas, a analise fitoquimica revelou a presenca destes
compostos nas fracdes diclorometano, acetato de etila e hidroalcoolica, com Rfs de
0,42, 0,97, e 0, respectivamente (Fotografia 14), caracterizados pela fluorescéncia
sob luz UV. A presenca destes compostos em Solanaceae também foi constatada
por Mufoz-Cendales et al. (2005) os quais isolaram a esculetina e isoescopoletina
de Solanum validinervium. Rockenbach et al. (2008), que ao avaliarem a
composicao de acidos fendlicos e atividade antioxidante em frutos de P. peruviana
isolaram o0 acido p-cumarico e o-cumarico, compostos estes precursores das

cumarinas.
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CUMARINAS
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Fotografia 14 — Perfil cromatografico das fragGes do extrato bruto de P. pubescens para cumarinas.
Sistema de solventes para o desenvolvimento e revelacdo, respectivamente: tolueno:acetato de etila
(9,3:0,7 viv) e KOH etandlico a 5% + UV (365nm). Legendas: DIC (fracdo diclorometano), ACE
(fracdo acetato de etila), ME (fracdo metanol) e H,O (fracdo hidroalcéolica). UTFPR, Campus Pato
Branco, 2011. Fonte Douglas Alvarez Alamino.

Segundo Taiz e Zeiger (2004) as cumarinas séo lactonas de fenilpropanoides
(esteres ciclicos), originadas da oxidacdo do acido trans cinamico, as quais agem na
defesa da planta contra insetos herbivoros e fungos. Segundo estes autores, certas
cumarinas podem ser altamente fitotoxicas, como é o caso das furanocumarinas, as
guais, ao serem fotoativadas se inserem no DNA, bloqueando a transcricdo e o
reparo do mesmo, o que leva a morte celular.

No caso das fisalinas, principal composto de interesse farmacoldgico do
género Physalis, o aparecimento de uma mancha corada sutiimente de rosa, na
fracdo metanol, com Rf igual a 0,37 (Fotografia 15) indica a presenca da mesma no
extrato da planta, mesmo que em baixas concentracdes, ja que em grandes

guantidades tende a aparecer como manchas avermelhadas
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FISALINAS
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Fotografia 15 — Perfil cromatogréafico das fracdes do extrato bruto de P. pubescens para fisalinas.
Sistema de solventes para o desenvolvimento e revelacdo, respectivamente: hexano:acetato de etila
(3:7 viv) e reagente fenol sulfirico. Legendas: DIC (fracdo diclorometano), ACE (fracédo acetato de
etila), ME (fracdo metanol) e H,O (fracédo hidroalcoolica). UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte:
Douglas Alvarez Alamino.

Segundo Tomassini et al. (2000) as fisalinas sao derivados esteroidais do
tipo 13,14-seco-16,24 ciclo ergostano, carbonilados em C-15 as quais além da
lactona caracteristica apresentam uma outra lactona fundida ao anel D da molécula,
sendo por este fato considerado como um composto estruturalmente complexo.
Dentre as espécies das quais ja foram isoladas fisalinas estdo P. alkekengi, P.
alkekengi var franchetii, P. angulata, P. Ixocarpa, P. lanifoli, P. minima, P. peruviana,
P. phyladelphia, P. pubescens e P. viscosa.

Em relac&o as analises para 6leos essenciais, 0s resultados demonstraram a
presenca destes compostos complexos apOs a revelacdo das placas com o reativo
fenol-sulfarico. O aparecimento de manchas com coloracéo verde, palha, castanho
claro, e marrom intenso, principalmente na fracdo metanol (Fotografia 16), indica
gue pode ser grande a variedade de substancias presentes. A indicacdo da
presenca destas substancias nas fracdes do extrato das folhas de P. pubescens
pode estar associada ao grande numero de tricomas glandulares distribuidos por

toda a lamina foliar conforme descrito no Capitulo 02.
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OLEOSESSENCIAL
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Fotografia 16 — Perfil cromatografico das fracbes do extrato bruto de P. pubescens para 6leo
essencial. tolueno:acetato de etila (93:7 v/v) e reagente fenol sulfirico. Legendas: DIC (fracdo
diclorometano), ACE (fracdo acetato de etila), ME (fracdo metanol) e H,O (fracdo hidroalcdolica).
UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte: Douglas Alvarez Alamino.

Segundo Raven et al (2001) e Taiz e Zeiger (2004) os Oleos essenciais sao
formados pela mistura de mono e sesquiterpenos volateis. Estes compostos
conferem o aroma caracteristico de cada espécie, o que ecologicamente pode
funcionar como uma adverténcia a toxicidade da planta para insetos herbivoros,
atracdo de insetos polinizadores e protecdo contra fungos e bactérias.

Saponinas e triterpendides (Fotografia 17) foram evidenciados pela revelacéo
de manchas azuis e vermelhas, respectivamente, quando as placas foram borrifadas
com o reativo de Liebermann — Burchard e na sequiéncia expostas a luz ultravioleta.
Os valores de Rf encontrados para estes metabdlitos foram de 0,40 para saponinas,
e 0,82 e 0,93 para triterpendides.

A presenca de saponinas em membros da familia Solanaceae também foi
descritas por L6bo et al. (2010) ao avaliarem a atividade antibacteriana e
prospeccéo fitoquimica de Solanum paniculatum Lam. e Operculina hamiltonii (G.
Don) D. F. Austin & Staples, do semiarido paraibano e por Araujo et al. (2010) ao
realizarem o estudo fitoquimico preliminar e bioensaio toxicolégico frente a larvas de
Artemia salina Leach. do extrato obtido de frutos de Solanum lycocarpum A. St.-Hill

(Solanaceae).
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SAPONINAS E TRITERPENOIDES
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Fotografia 17 — Perfil cromatografico das frac6es do extrato bruto de P. pubescens para saponinas e
triterpendides. Sistemas de solventes para o desenvolvimento e revelagdo, respectivamente:
butanol:acido acético:agua (5:1:4 v/viv) e reagente de Liebermann — Burchard + UV (365nm).
Legendas: DIC (fracdo diclorometano), ACE (fracdo acetato de etila), ME (fracdo metanol) e H,O
(fracdo hidroalcdolica). UTFPR, Campus Pato Branco, 2011. Fonte Douglas Alvarez Alamino.

Os taninos foram os compostos mais representativos, estando presente em
todas as fracdes. Estes apareceram como machas de tonalidade variavel (castanho
claro ao preto) quando as placas foram reveladas com o reativo de Liebermann —
Burchard, as quais apresentaram diferentes Rfs, sendo o menor valor encontrado
0,06 e o maior 0,97 (Fotografia 18).

Araujo et al. (2010) ao realizarem a analise fitoquimica do extrato etandlico de
frutos de Solanum lycocarpum A. St.-Hill (Solanaceae), verificaram a presenca de
compostos fendlicos, principalmente taninos, e também alcaldides, esteroides livres
e saponinas, resultados que confirmam os encontrados no presente trabalho.

Em plantas do género Physalis, os taninos foram encontrados por Praséo et
al. (2009) para P. minima, os quais também detectaram a presenca de alcaldides,

Oleos fixos, resinas, xantoproteinas e glicosideos.
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Fotografia 18 — Perfil cromatografico das fragcBes do extrato bruto de P. pubescens para taninos.
Sistemas de solventes para o desenvolvimento e revelacdo, respectivamente: acetato de
etila:metanol:agua (7,7:1,5:0,8 viviv) e reagente de Liebermann — Burchard. Legendas: DIC (fracdo
diclorometano), ACE (fracdo acetato de etila), ME (fracdo metanol) e H,O (fracdo hidroalcdolica).
UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.Fonte Douglas Alvarez Alamino.

Segundo Mello e Santos (2001), os taninos sdo de grande interesse
econdmico e ecoldgico, visto que possuem a habilidade de formar complexos
insolUveis em agua com proteinas, gelatinas e alcaldides. Estes compostos séo
responsaveis pelo carater adstringente de muitos frutos e produtos vegetais, em
funcdo da precipitacdo de glicoproteinas salivares, fazendo com que esta perca o
seu poder lubrificante. Ecologicamente estes compostos fendlicos em vegetais,
inibem a herbivoria, tornando frutos, folhas, sementes ou demais tecidos jovens
impalataveis aos fitofagos; além disso, quando combinados a certos tipos de
proteinas, os taninos proporcionam aos tecidos vegetais a capacidade de resisténcia
a putrefacédo (SMITH, 1976).

16.2 Identificacdo dos compostos produzidos por P. pubescens através de
RMN *H

As andlises de RMN 'H ndo permitiram a identificacdo de compostos de

interesse em P. pubescens, ja que a presenca de um alto teor de acidos graxos nas
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amostras interferiu neste processo. Diante disso, foi possivel somente a indicacao
de grupos de compostos, sem a identificacdo isolada dos mesmos, tais como a
presenca de triterpenos em mistura nos espectros das fracdes acetato de etila e
metanol, conforme pode ser observado na Figura 04 e compostos aromaticos de

baixa intensidade na fracao hidroalcéolica (Figura 05)
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Figura 04 — Espectros de RMN 'H (400 MHz — CDCl3) da fracdo acetato de etila (EtOAc) obtida pelo
fracionamento cromatografico do extrato bruto das folhas de Physalis pubescens L. UTFPR, Campus

Pato Branco, 2011.
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Figura 05 — Espectros de RMN 'H (400 MHz — CDCl;) da fracdo hidroalcéolica, obtida pelo
fracionamento cromatografico do extrato bruto das folhas de P. pubescens. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2011.

16.3 Identificacdo dos compostos produzidos por P. pubescens através de
CG/EM

Devido aos resultados n&o conclusivos sobre os compostos presentes nas
fragdes analisadas por RMN H, foram feitas analises em CG/EM do extrato bruto de
P. pubescens. Para tanto, foi realizado um processo de varredura de todos 0s picos
gerados durante as analises.

A partir da comparacao dos picos (Figura 06) com os dados da biblioteca
NIST, foi possivel sugerir a presenca de um unico composto, a epistefamiersina
(Figura 07), com pico de retencdo aos 44 min e 86% de compatibilidade com a
biblioteca. O espectro de massas deste composto € apresentado na Figura 08.

Este € o primeiro registro da presenca da epistefamiersina para o género
Physalis; na literatura também séo escassos os dados referentes a este composto.
Dentre os poucos trabalhos existentes, destacam-se os de Matsui et al. (1975) os

guais isolaram a substancia, um tipo de alcaldide, dos caules e raizes de Stephania
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japonica Miers (Menispermaceae) de plantas crescendo ao sul do Japdo. Em um
novo estudo sobre os alcal6ides presentes no extrato bruto de folhas sem peciolos
de S. japonica, Matsui et al. (1982), constataram que a epistefamiersina nao ocorre

nem nas folhas e nem em plantas que crescem ao sudoeste do Japéao.
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Figura 06 — Cromatograma do extrato bruto das folhas de Physalis pubescens L. evidenciando o pico
de retencé@o do composto epistefamiersina. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.

Figura 07 — Estrutura molecular da epistefamiersina. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.
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Figuras 08 — Espectro de massa do composto epistefamiersina. Fonte: Douglas Alvarez Alamino.
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17 CONCLUSOES

- Foram detectadas por TLC, em diferentes fracdes, a possivel presenca de alcaloides,

cumarinas, fisalinas, 6leos esséncias, saponinas, triterpendides e taninos;

- As andlises de RMN 'H, ndo revelaram a presenca de compostos isoladamente, mas
apenas foram identificadas algumas classes de compostos, entre eles, triterpenos e

aromaticos em mistura.

- Por CG/EM foi possivel sugerir a presenca do alcal6ide epistefamiersina no extrato bruto

de folhas de P. pubescens.
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18 CONSIDERAGOES FINAIS

A pesquisa fitoquimica preliminar realizada a partir da cromatografia em
camada delgada (TLC) com o extrato bruto das folhas de Physalis pubescens L.
evidenciou, em diferentes fracdes, a presenca de alcaldides, cumarinas, fisalinas,
Oleos essenciais, saponinas, triterpenoides e taninos. Estes resultados séo
importantes, pois ajudardo a direcionar as futuras pesquisas, visando a separacao,
isolamento e identificacdo de substancias de interesse.

A presenca de um elevado teor de acidos graxos nas amostras, apoés
fracionamento cromatografico em coluna, impossibilitou a identificacdo de
compostos do metabolismo secundario em P. pubescens por RMN 'H. Faz-se
necessario, para futuras analises, a utilizacdo de meétodos de purificacdo das
amostras, evitando a contaminagdo e/ou presenca de compostos que possam
interferir no processo.

A separacdo por cromatografia a gas e posterior identificacdo por méetodos
espectrométricos, evidenciou a possivel presenca de um alcaloide, identificado como
epistefamiersina, ainda pouco conhecido, ja que s6 foi encontrado e isolado em uma
Unica espécie de planta da familia Menispermaceae. Para comprovar a presenca

deste composto sdo necessarias novas analises, por diversos métodos.
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