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RESUMO

Hortalicas ndo convencionais séo plantas que, com distribuicdo limitada a determinada regido,
ndo fazem parte de uma cadeia produtiva a semelhanca das hortalicas convencionais. Existem
varias familias de plantas que constituem as hortalicas ndo convencionais. Como exemplo
cita-se a familia Amaranthaceae, conhecida popularmente como caruru, tida como planta
invasora de lavouras. Além dessas, existem outras hortalicas ndo convencionais que sdo da
familia Solanaceae, Tropaeolaceae, Lamiaceae, dentre outros. Os objetivos deste trabalho
foram realizar a triagem fitoquimica, avaliar o potencial antioxidante de hortalicas nédo
convencionais, e verificar a acdo alelopatica e o ciclo celular dos extratos dessas plantas. Na
triagem fitoquimica, realizaram-se testes convencionais para verificar a presenca de
metabolitos secundarios utilizando-se as seguintes espécies: Rumex acetosa L., Tropaeolum
majus L., Amaranthus hybridus L., Amaranthus viridis L., Amaranthus pinosus L.,
Amaranthus deflexus L., Stachys byzantina K. Koch, Solanum muricatum e Solanum
betaceum Cav. A atividade alelopética foi avaliada, usando as cinco espécies de Amaranthus.
Na triagem fitoquimica, as cinco espécies de hortalicas ndo convencionais apresentaram
resultados positivos para taninos, sesquiterpenlactonas e outras lactonas; os testes foram
positivos para azedinha (Rumex acetosa L.) e capuchinha (Tropaeolum majus L.). Observou-
se que para os esteroides as espécies tomate de arvore (Solanum betaceum Cav.) e meldozinho
(Solanum muricatum) deram resultados negativos. Em relacdo aos flavonoides, constataram-
se resultados positivos apenas para o tomate de arvore (Solanum betaceum Cav). Para 0s
demais testes, os resultados foram negativos. Os extratos de A. spinosum, A. viridis, A.
deflexus, A. hybridus e A. retroflexus apresentaram reacdes positivas para acido orgéanico,
carotenoides e esteroides, além de polissacarideos, proteinas e aminoacidos, azulenos,
depsideos, cumarinas e saponinas. A porcentagem de atividade antioxidante pelos métodos de
sequestro de radical ABTS e DPPH, para as cinco espécies estudadas, aumentou de acordo
com o aumento da concentracgdo, apresentando assim um efeito dose-dependente. Pelo método
do complexo fosfomolibdénio, as espécies T. majus L. e S. byzantina K. Koch apresentaram
maior atividade antioxidante. Das cinco espécies de hortalicas avaliadas, a espécie peixinho
(S. byzantina K. Koch) foi a que apresentou uma atividade antioxidante em todos os métodos
avaliados. O efeito sinergistico desses metabolitos apresentou atividade alelopatica no modelo
L. sativa com fitotoxicidade expressiva, atuando, principalmente na ligacdo dos cromossomos
com o fuso mitético, impedindo a divisdo celular. A espécie A. spinosum, que apresentou
resultados positivos para todas as classes de compostos quimicos observadas nos extratos,
mostrou-se a espécie mais promissora para futuras investigacfes sobre a possibilidade de
criacdo de bio-herbicidas a partir dos compostos isolados no seu extrato.

Palavras-chave: Hortalica ndo convencional. Triagem fitoquimica. Alelopatia. Citogenética.



ABSTRACT

Unconventional vegetables are not a part of a production chain similar to conventional
vegetables due to their limited distribution to a certain region. There are many plant families
of unconventional vegetables. As an example, there is the Amaranthaceae family, popularly
known as Caruru, as considered an invasive plant to crops. In addition to these, there are also
the Solanaceae, Tropaeolaceae, Lamiaceae and other non-conventional vegetable families.
The objectives of this work were to conduct a phytochemical triage, evaluate the antioxidant
potential of unconventional vegetables, and verify the allelopathy action and cellular cycle of
the extract obtained from these plants. In the phytochemical triage, conventional tests were
conducted to verify the presence of secondary metabolites in the following species: Rumex
acetosa L., Tropaeolum majus L., Amaranthus hybridus L., Amaranthus viridis L.,
Amaranthus pinosus L., Amaranthus deflexus L., Stachys byzantine K. Koch, Solanum
muricatum and Solamun betaceum Cav. The allelopathy activity was evaluated using the five
Amaranthus species. In the phytochemical triage, the five species of unconventional
vegetables presented positive results for tannins, sesquiterpen lactones and other lactones; the
tests were positive for azedinha (Rumex acetosa L.) and capuchinha (Tropaeolum majus L.).
Negative results were verified for the species of tomate de arvore (Solanum betaceum Cav.)
and meldozinho (Solanum muricatum). Regarding the flavonoids, positive results were
obtained only for tomate de arvore (Solanum betacum). For the remaining tests, the results
were negative. The extracts obtained from A. spinosum, A. viridis, A. deflexus, A. hybridus
and A. retroflexus presented positive reactions to organic acid, carotenoids and steroids, as
well as polysaccharides, proteins, amino acids, azulenes, depsides, coumarines and saponins.
The percentage of antioxidant activity, verified using the ABTS and DPPH free-radical
scavenging methods, for the five species studied, increased according to the increase in
concentration, thus presenting a dose-dependent effect. By means of the phosphomolybdenum
complex method, species T. majus L. and S. byzantine K. Koch presented higher antioxidant
activity. Of the five species evaluated, peixinho (S. byzantine K. Koch) presented antioxidant
activity for all methods. The synergistic effect of these metabolites presented allelopathy
activity for the L. sativa model, with expressive phytotoxicity, acting, especially in the
chromosomal bondage with the mitotic spindle, preventing cell division. Species A. spinosum,
which presented positive results for all classes of chemical compounds verified in the extracts,
was the most promising for future investigation on the possibility of creating a bio-herbicide
from compounds isolated from its extract.

Keywords: Non-conventional vegetable. Photochemical triage. Allelopathy. Cytogenetics.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas € uma préatica exercida ao longo da histéria da humanidade,
bem como a sua domesticacdo. Os vegetais sdo utilizados em varios setores de pesquisa, tais
como a éarea agrondmica, bioldgica, alimentar, farmacéutica, cosmética, dentre outras.
Existem pesquisas que sdo realizadas na fitoterapia, por exemplo, em que 0 objetivo dessas
atividades € detectar os principais grupos de compostos fitoquimicos presentes em plantas
que, segundo a medicina popular, apresentem propriedades curativas.

De fato, as plantas tém capacidade de produzir substancias quimicas que podem
contribuir para sua sobrevivéncia e/ou desenvolvimento de mecanismos de defesa. Essas
substancias sdo metabolitos bioativos (aleloquimicos) oriundos de seu metabolismo
secundario. Esses componentes quimicos permitem que as plantas produzam e estoquem
compostos de natureza quimica de maneira que essas substancias apresentem funcGes
bioldgicas nas quais muitos desempenham um papel ecolégico que se caracterizam por seus
diversos usos e aplicacdes, tais como alimentos funcionais, medicamentos, inseticidas,
herbicidas, perfumes, entre outros, podendo receber, também, a designacdo de produtos
naturais (GARCIA; CARRIL, 2009). Cozzolino (2009) mencionou que esses metabdlitos
podem ser encontrados em diversos vegetais que fazem parte da alimentacdo humana. O autor
destaca, também, alguns beneficios que os metabdlitos podem trazer a salde humana, tais
como a reducdo na incidéncia de certos tipos de cancer, estimulacédo do sistema imunoldgico,
dentre outros.

Além de fazer parte da alimentacdo humana, 0os metabdlitos secundarios podem ser
considerados como importantes fontes na busca de novos bioherbicidas, pois 0s extratos que
sdo obtidos de algumas espécies de plantas podem demonstrar uma fitotoxicidade bem
estabelecida, principalmente quanto a interacbes dos organismos nos ecossistemas naturais.
Essa é a atuacdo da alelopatia, nas quais uma alternativa para o controle de plantas invasoras
em agrossistemas. A obtencdo de extratos de hortalicas ndo convencionais, por exemplo,
pode ser um bom indicativo de espécies vegetais com potencial alelopatico que podem
complementar os sistemas de manejo no combate a diferentes plantas daninhas nas
propriedades agricolas.

Dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2010),
destacam que as hortalicas ndo convencionais sdo plantas restritas a determinados locais e

regides, com distribuicdo limitada. No Brasil, essas plantas exercem func¢do na alimentagéo e
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cultura de algumas comunidades como, por exemplo, populagdes ribeirinhas e pequenos
agricultores familiares. Atualmente, em fungdo de mudancas no padrdo alimentar e,
principalmente, em virtude do processo de globalizacdo, ocorreu uma reducdo do consumo
dessas hortalicas. Diferentemente das hortalicas convencionais, as hortalicas néo
convencionais ndo estdo organizadas em uma cadeia produtiva e, consequentemente, ndo
despertam o interesse de empresas do setor agricola.

No estudo dos metabdlitos secundarios, quando se obtém o extrato de plantas em
laboratdrio, algumas outras plantas podem ser susceptiveis na presenca desses metabolitos
como, por exemplo, Lactuca sativa (alface), Solanum lycopersicum (tomate) e Cucumis
sativus (pepino), consideradas assim indicadoras de atividade alelopética (TORRES et al.,
2004). Millioli et al. (2007) mencionaram que as maneiras como sao tratadas as obtencGes
dessas atividades alelopaticas podem ser por bioensaios de ecotoxicidade que sdo
metodologias analiticas as quais permitem caracterizar a toxicidade de substancias quimicas
em geral.

Os testes com vegetais superiores permitem detectar a citogenotoxicidade dos
poluentes pela avaliacdo do ciclo celular de células de ponta de raizes. A utilizacdo das raizes
deve-se ao fato de ser a primeira parte dos organismos exposta aos agentes toxicos dispersos
no solo ou em 4agua, portanto a analise das células radiculares constitui um método rapido
para 0 monitoramento da toxicidade (FISKESJO, 1988). Além disso, a ponta de raiz é
composta por tecido meristematico que sofre inimeras e rapidas divisdes celulares, o que
possibilita a avaliacdo do indice mitotico e a frequéncia de aberracGes cromossdmicas.

Aliada as atividades descritas até entdo, tem-se associado analises de germinagdo e
crescimento radicular. Esta combinacdo de andlises macroscopicas (germinacdo e
desenvolvimento inicial da plantula) e microspépica (indice mitético e alteracbes no ciclo
celular) é um importante método para determinar os efeitos toxicos e sinsergisticos de
compostos langados no ambiente (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010).

Diante do exposto, 0s objetivos deste trabalho foram realizar a triagem fitoquimica,
avaliar o potencial antioxidante de hortalicas ndo convencionais, e verificar a acdo alelopatica

e ciclo celular dos extratos dessas plantas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Na produgéo de hortaligas, a globalizacdo da economia tem causado alteragcdes em
todos os elos da cadeia produtiva brasileira desses vegetais. E fato que as cadeias produtivas
das hortalicas tém conquistado avancos significativos, porém ainda existem desafios que
precisam ser superados nos anos vindouros. O aumento do consumo desses vegetais, a
expansdo da base técnico-cientifica e 0 aumento na produgdo, devem ser investigados e
pesquisados. Esse conjunto de fatores, na sua maioria, é voltado para a producdo de hortalicas
convencionais ou também conhecidas como tradicionais, tais como alface, alho, batata,
beterraba, tomate, dentre outros. Além dessas hortalicas tradicionais, existem muitos outros
alimentos nutritivos e saborosos que eram apreciados e faziam parte das refei¢cdes familiares,
mas que foram, aos poucos, esquecidos ou desvalorizados. Alguns desses alimentos sdo as
hortalicas denominadas ndo convencionais, de maneira que esses vegetais ja estiveram
presentes nas refeicdes familiares, porém com o passar dos anos foram, aos poucos,
esquecidas e desvalorizadas. Apesar disso sdo de grande importancia devido aos beneficios
nutricionais e também ao facil cultivo e manejo, visto que sdo plantas nativas (BRASIL,
2010).

Atualmente, ha uma crescente busca por habitos alimentares mais saudaveis voltados
para uma alimentacdo balanceada, especialmente incluindo frutas e hortali¢as. Entretanto, o
consumo de frutas e hortalicas no Brasil, conforme estimativa, corresponde a menos da
metade das recomendacdes nutricionais (LEVY-COSTA,; SICHIERI; MONTEIRO, 2005). O
baixo consumo de vegetais pode estar associado a rotina atual da maioria das pessoas
residentes em grandes cidades, que consomem cada vez mais alimentos industrializados e
também os chamados fast foods (KINUPP; BARRQOS, 2007). Entre as principais razdes do
abandono gradual desses alimentos estdo as transformacdes oriundas da urbanizacdo, da
industrializacdo, do desenvolvimento de tecnologias, da expansdo da industria de alimentos,
da difusdo da midia e do discurso cientifico, que afetam de forma diferenciada os grupos
sociais de acordo com sua histéria e aprendizagem (ROTENBERG et al., 2012).

2.1 Hortalicas Nao-Convencionais

O desconhecimento sobre a utilidade e forma de uso das plantas associados as
tendéncias “modernas” resultou no uso reduzido de muitas plantas que faziam parte do
cotidiano alimentar dos moradores de zonas rurais e periferias urbanas (SOUZA et al., 2009).
Essas plantas sdo hoje denominadas hortaligcas ndo convencionais. Consideram-se hortalicas

ndo convencionais aquelas que, com distribuicdo limitada & determinada regido, ndo fazem
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parte de uma cadeia produtiva a semelhanca das hortalicas convencionais (RIBEIRO et al.,
2014).

Séo hortalicas folhosas, de frutos, raizes e tubérculos, cuja producdo ocorre em
pequena escala, destinando-se a mercados e consumidores especificos, e sdo de grande valor
para as comunidades regionais. Em sua maioria, sdo ainda desconhecidas do grande publico
consumidor. Mas isso ndo significa que ndo tenham importancia comercial. Ha espécies que,
devidamente avaliadas, tém potencial para fazer parte da cadeia produtiva das hortalicas, aos
niveis local, regional ou nacional. Dessa forma, o pequeno agricultor podera dispor de novas
opcoes de cultivo, com materiais adaptados, e ampliar o leque de produtos disponiveis para o
mercado consumidor (MELO; VILELA, 2007).

Essas hortalicas podem exercer grande influéncia na alimentacdo e na cultura de
populacdes tradicionais, mas ndo recebem o devido interesse da comunidade técnico-
cientifica e, consequentemente, também ndo despertam o interesse de empresas das areas de
fertilizantes, sementes ou agroquimicos (BRASIL, 2010). Existem citacfes que denominam
as hortalicas ndo convencionais como culturas subutilizadas. Segundo Brasil (2010),
Eyzaguirre, Padulosi e Hodgkin (1999) e International Plant Genetic Resources Institute -
IPGRI (2006), culturas subutilizadas sdo aquelas que ja foram largamente utilizadas e que
cairam em desuso devido a fatores agrondémicos, genéticos, econdmicos, sociais e culturais.

Seu consumo tem caido por ndo serem competitivas no mercado com as hortalicas
modernas. Eyzaguirre, Padulosi e Hodgkin (1999) e IPGRI (2006) definem, também, as
culturas negligenciadas (hortalicas ndo convencionais) como aquelas cultivadas
primariamente em seus centros de origem ou diversidade por agricultores familiares, onde
ainda sdo importantes para a subsisténcia das comunidades locais. Algumas dessas espécies
podem ter distribuicdo global, mas tendem a ocupar nichos especiais (EYZAGUIRRE;
PADULOSI; HODGKIN, 1999; IPGRI, 2006).

A maior parte dessas hortalicas possuem grande variabilidade genética devido ao
processo de manutencdo local das variedades. Ao mesmo tempo, estdo vulnerdveis ao
processo de erosao genética por causa do éxodo rural, j& que sdo mantidas, tradicionalmente,
por pequenos agricultores e cultivadas para consumo familiar. Ndo sendo mais cultivadas, o
germoplasma acaba se perdendo. Dai, a importancia da coleta dessas hortali¢as, pois muitas
variedades locais poderdo ser resgatadas e preservadas (MELO; VILELA, 2007).

As hortalicas ndo convencionais tém sido consideradas uma alternativa alimentar e
uma diversificacdo cultural na atividade agricola, principalmente na agricultura familiar de

populacbes de baixa renda urbana e rural (ROCHA et al., 2008). Contudo, ainda ndo ha
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informacdo suficiente a respeito do valor nutricional dessas hortalicas, o que faz com que seu
consumo seja reduzido (SOUZA et al., 2009). Atualmente, pesquisas tém sido realizadas com
essas hortalicas em varias areas do saber, por varias instituicbes como, por exemplo, a
Universidade Federal de Lavras (CARVALHO et al., 2015; SAMARTINI, 2015;
SAMARTINI et al., 2016; SILVA, 2015; SOUZA, 2016), inclusive sobre o possivel potencial
alelopatico de algumas espécies.

Dentre essas hortalicas, algumas se destacam na culinaria brasileira. Na regido sudeste
do Brasil, especificamente no estado de Minas Gerais, destaca-se a Rumex acetosa L.
(azedinha), que é uma herbacea perene nativa da Europa e norte da Asia (Eurésia), inclusive,
considerada uma “planta daninha” naquele continente. Apresenta folhas acidulas, usadas em
saladas cruas (puras ou mistas, proporcionando um frescor), como verdura, em sopas, puré ou
molho verde (clorofila) e omeletes (KINUPP; LORENZI, 2014).

Outra hortalica ndo convencional muito utilizada é a Tropaeolum majus L.
(capuchinha). E uma planta herbacea anual, nativa das regides montanhosas do México e
Peru. E amplamente cultivada para fins ornamentais e para consumo na maioria das regides
do Brasil. Suas flores e folhas jovens podem ser utilizadas no preparo de saladas cruas para
massas verdes, panquecas, pizzas, paes, cozidas com carne, sopas, dentre outras. A espécie
Stachys byzantina K. Koch (peixinho), conhecida também como peixinho-de-horta, é uma
hortaliga herbacea perene nativa da Turquia, Asia e Caucaso. E amplamente cultivada no sul e
sudeste do Brasil para fins ornamentais em canteiro a pleno sol e para consumo como
hortalica. Suas folhas podem ser consumidas apds cozimento e preparo culinario adequado,
com textura leve e sabor de peixe-frito, dai alguns dos nomes populares: peixinho, peixinho-
da-horta ou lambari-da-horta (KINUPP; LORENZI, 2014).

O meldozinho (Solanum muricatum), outra hortalica ndo convencional, é um arbusto
perene, com frutos com 10 a 15cm de comprimento. E uma planta da familia das Solanaceae.
Tem sabor adocicado e aroma semelhante ao meldo (dai o nome, apesar das plantas ndo serem
aparentadas). O tomate de arvore (Solanum betaceum), da familia Solanaceae é um arbusto
ereto, sublenhoso, perene, pouco ramificado, de 2,5 a 4,5 m de altura e nativo da Bolivia e
Peru. Os frutos podem ser consumidos in natura, apresentando polpa suculenta amarela e de
sabor subacido, com muitas sementes (KINUPP; LORENZI, 2014).

O amaranto (Amaranthus spp), outro exemplo de hortalica ndo convencional, é uma
cultura agricola cujos grdos e folhas apresentam altos teores de proteina bruta,
respectivamente, iguais a 18,88% (COSTA, 2007) e 21,92% (COSTA et al., 2008). Essa
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planta tem, ainda, a vantagem de se adaptar as condi¢des climéaticas mais severas, semelhantes
as das regides semiaridas (OMAMI, 2005), como as predominantes no nordeste brasileiro.

Considerando a rusticidade de cultivo e as caracteristicas nutricionais desejaveis,
torna-se importante conhecer a constituicdo quimica dessas espécies citadas e de outras, por
meio de uma prospecc¢do preliminar que possa predizer os grupos de metabdlitos secundarios
nos extratos. As seguintes informaces, referentes as figuras 1, 2, 3 e 4, foram obtidas de
Santiago (2015).

A origem dos metabolitos secundarios pode ser sumarizada a partir do metabolismo da
glicose, por meio de dois intermediarios principais: o &cido chiquimico e o acetato (FIGURA
1). O écido chiquimico é precursor de cumarinas, alcaloides (derivados dos amino&cidos
aromaticos), lignanas, ligninas e fenilpropanoides; compostos que tém em comum a presenca
de um anel aromatico na sua constituicdo; ao passo que os derivados do acetato sdo 0s
amino&cidos alifaticos e os alcaloides derivados desses, terpenoides e esteroides (BRAZ-
FILHO, 2010; DEWICK, 2009).

Figura 1 - Substancias naturais produzidas pelos metabolismos primarios e secundarios.
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Fonte: adaptado de Simdes et al. (2007).
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Os metabdlitos secundarios podem ser encontrados em sua forma livre, recebendo o
nome de agliconas ou estarem ligados a uma ou mais unidades de agucar, formando os
heterosideos. Ainda existem os polissacarideos e acidos graxos, considerados de origem
primaria, mas que exercem fun¢des importantes como metabdlitos secundarios (CARDOSO
etal., 2001).

Quando se trata do estudo dos metabdlitos secundarios, muitos assuntos sdo levados
em questdo em relacdo a esses compostos como, por exemplo, os radicais livres. Os radicais
livres sdo muito importantes no estudo da quimica organica. Segundo Pereira e Cardoso
(2012), o termo radical livre é, frequentemente, usado para designar toda espécie quimica
capaz de apresentar orbitais contendo um ou mais elétrons desemparelhados. Essa
configuracdo confere a esses radicais uma grande capacidade de reagir com moléculas-alvo e
os tornam altamente instaveis, com meia-vida curta. Os radicais livres sdo produzidos
constantemente e atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em vérias reaces
bioguimicas, exercendo fungfes bioldgicas relevantes no metabolismo (BARBOSA et al.,
2010).

Algumas pesquisas j& mostraram que determinados compostos presentes em extratos
de plantas podem exercer agdo antioxidante, e sdo indicados para atenuar ou prevenir 0s
efeitos deletérios do estresse oxidativo celular (ANDRADE et al., 2007; BALESTRIN et al.,
2008). Dessa maneira, hd um crescente interesse na busca de espécies vegetais que possam
atuar no combate aos radicais livres. Assim, os antioxidantes sao0 compostos quimicos que
atuam em diferentes niveis na protecao do organismo, capazes de interceptar os radicais livres
e evitar a formacdo de lesdes e a perda da integridade celular (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os compostos antioxidantes também sdo utilizados em alimentos gordurosos para
retardar a sua oxidacdo, a qual pode alterar as suas caracteristicas fisicas e quimicas, e
promover o desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis. A oxidacdo desses
alimentos, além de torna-los improprios para o consumo, podem provocar alteracbes que
modificam ndo s6 a qualidade nutricional, mas também podem produzir compostos tdxicos.
Os antioxidantes sintéticos BHT (2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno), BHA (butil-hidroxi-
anisol), dentre outros, sdo os mais utilizados na industria de alimentos; entretanto, estudos
toxicoldgicos tém demonstrado o potencial carcinogénico desses compostos em experimentos
com animais (RAMALHO; JORGE, 2006). Devido a necessidade de protecdo contra os
radicais livres gerados pela exposi¢do aos raios solares e ao oxigénio, as plantas concentram
uma grande diversidade de antioxidantes, e podem ser consideradas fontes de novos

compostos que apresentem essa atividade (SILVA, 2015).
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Existem diversos testes antioxidantes que envolvem desde ensaios quimicos com
substratos lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas técnicas
instrumentais (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013; ALVES et al., 2010). Esses testes
podem auxiliar os pesquisadores na escolha das espécies de planta para estudos quimicos e
farmacoldgicos, bem como grau de maturagcdo, condicBes ambientais, entre outros e
comprovar a presenca de substancias antioxidantes em alimentos e bebidas (ALVES et al.,
2010). O método ABTS é baseado na neutralizacdo do radical 2,2 -azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS.") por um antioxidante. Esse radical pode ser
gerado por meio de uma reagdo quimica utilizando diéxido de manganés, AAPH (2,2’-azobis
amidinopropano dihidrocloridrico) ou persulfato de potéssio (K;S,0g), por reagdo
eletroquimica ou enzimatica (metamioglobina e peroxidase). Na presenca de antioxidantes,
pode-se medir a diminuicdo da formacdo desse radical, de cor verde-escura, por
espectrofotometria, convertido em uma forma ndo colorida ou verde mais claro (FIGURA 2)
(MAGALHAES et al., 2008).

Os resultados podem ser expressos como equivalentes a uma solugcdo de TROLOX (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico), por meio da constru¢cdo de uma curva
analitica com concentracGes conhecidas de TROLOX. O valor da absorbancia é proporcional
a concentragdo do radical catibnico ABTSs" remanescente e é medida apds um tempo de
reacdo fixado, determinando, assim, a porcentagem de inibi¢do do radical por um composto
puro, extrato ou 6leo essencial (MAGALHAES et al., 2008).

Figura 2 - Estabilizagdo do radical ABTS«" por um antioxidante.
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Fonte: Santiago (2015).

O teste DPPH avalia a reducdo do radical estavel 2,2-difenil-1- picrilhidrazila. E um
método muito utilizado por ser um recurso fécil e preciso para avaliacdo da atividade
antioxidante de produtos naturais. A estabilidade do radical ocorre devido a deslocaliza¢do do

elétron desemparelhado por toda a molécula, conferindo a ela, uma coloracdo violeta,
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caracterizada por uma banda de absorcdo em etanol ou metanol em cerca de 520 nm (ALVES
et al., 2010). Nesse método, o radical cromdgeno é reduzido por compostos antioxidantes para
a correspondente hidrazina de cor amarela (FIGURA 3) e esse grau de descoloracao é medido
espectrofotometricamente por um tempo determinado ou até permanecer constante
(MAGALHAES et al., 2008). Sugere-se que a determinacdo da atividade antioxidante pelo
método de sequestro de radicais livres (DPPH) baseia-se na transferéncia de elétrons de um

composto antioxidante para o radical livre DPPH.

Figura 3 - Estabilizacdo do radical DPPH por um antioxidante.
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Fonte: Santiago (2015).

O método da complexacdo pelo fosfomolibdénio foi descrito por Prieto, Pineda e
Aguilar (1999) e constitui uma forma simples para avaliar a capacidade antioxidante de uma
mistura complexa de compostos, como é o caso dos 6leos essenciais, por exemplo.

O ensaio baseia-se na determinacdo espectrofotométrica da reducdo do molibdénio
(+6) para o molibdénio (+5), em meio &cido, com a formacdo subsequente de um complexo,
com absorcdo maxima em 695 nm (FIGURA 4). A solucdo teste inicial possui coloracdo
amarela, tornando-se verde a medida que a solucéo de fosfato de molibdénio se reduz. Esse
método possui a vantagem de avaliar a capacidade antioxidante tanto de componentes
lipofilicos quanto de hidrofilicos (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999).
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Figura 4 - Reacdo de redugdo do molibdénio por um composto antioxidante.
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Fonte: Santiago (2015).

Com base nas informacGes prestadas neste trabalho, uma énfase sera dada ao género
Amaranthus, sobre o qual foram realizadas pesquisas focadas na triagem fitoquimica das
espécies Amaranthus spinosus L., Amaranthus hybridus L., Amaranthus viridis L.,
Amaranthus deflexus L. e Amaranthus retroflexus L, em conjunto com a atividade alelopética
dos extratos obtidos dessas plantas, por meiode bioensaios de germinacdo, desenvolvimento

inicial da plantula e ciclo celular na planta modelo L. sativa.
2.1.1 Familia Amaranthaceae

As amaranthaceas sdo plantas que compreendem cerca de 70 géneros e 1000 espécies,
a maioria de seus membros sdo anuais e perenes, alguns deles sdo arbustos ou pequenas
arvores, que se adaptaram a solos &cidos e ambientes aridos. As folhas desse género séo
simples, alternadas ou opostas. Apresentam flores bissexuais ou unissexuais (mondicas ou
dioicas), geralmente regulares e a semente € globosa a ovoide ou em forma de lente. As
amaranthaceas, em grande parte, se originam nas estepes da Asia Central, embora algumas
das espécies mais comuns do género Amaranthus sejam de origem americana; essas plantas
foram usadas na América para fazer tanto farinha como bebidas, e também em rituais, devido
ao seu conteldo alcaloide (DE LA CRUZ, 1991; 1ZCO et al., 2004).

De acordo com Sphear (2007), o Amaranthus sp. € uma planta arbustiva, herbacea e
anual. E dicotiledonea, possui inflorescéncia tipo panicula e apresenta cores que variam de
verde a dourada, passando pelo roxo. Frequentemente, é classificada como falso cereal.
Conforme o mesmo autor, essas plantas tém raizes pivotantes, com grande quantidade de
ramificagdes e inumeras radicelas finas, que tém a capacidade de se estenderem rapidamente,
criando condigéo favoravel a absorcéo de 4gua e nutrientes.

Existem géneros que incluem espécies ornamentais como Celosia cristata que sdo
plantas do género Celosia, essas apresentam uma flor que parece uma crista de galo, s&o

chamados Chi Kuan na China (SURSE et al., 2014) e pertencem a classe Magnoliopsida,
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ordem Caryophyllales e familia Amaranthaceae, existem espécies de interesse econdmico,
como o Amaranthus caudatus. No entanto, vérias espécies sdo consideradas invasoras e,
certamente, algumas estdo listadas entre as piores plantas daninhas do mundo como, por
exemplo, Amaranthus muricatus (BUNCE et al., 2002; DANA; SANZ-ELORZA; SOBRINO,
2003; LAMBDOM et al., 2008; VILLARIAS, 2006). Mais de 400 variedades de amarantos
em torno do mundo, tanto em clima temperado e tropical, grosso modo, servem em uma das
sequintes categorias: graos, vegetais (hortalica), ornamentais, alimentacdo animal e ervas
daninhas, podendo alguma dessas espécies servirem para mais de uma finalidade. Dentro do
género, as espécies empregadas como hortalicas, tém sido empregadas na China ha mais de
400 anos, sdo também comumente encontradas no Caribe e Africa; grios de amaranto foram
cultivados e reverenciados pelos Astecas no México, os Maias na América Central e os Incas
na América do Sul (GRUBBEN; DENTON, 2004).

Das varias espécies de amaranto, trés foram selecionadas ao longo dos anos como
escolha para consumo humano e animal: A. hypochondriacus e A. cruentus (amaranto roxo)
comumente cultivadas para a producédo de grdos e A. tricolor que é cultivada, principalmente,
para a producdo de folhas. Uma quarta planta, A. caudatus é uma espécie de producdo de
gréos, embora seja utilizada frequentemente como uma planta ornamental. Quando usadas
como grdos, as variedades de A. caudatus sdo melhores adaptadas as terras tropicais altas.
Outros amarantos séo representados por A. dubius, A. blitum e A. cruentus (amaranto roxo).
As espécies de plantas daninhas séo representadas por A. retroflexus, A. albus (arbusto) e A.
spinosus (amaranto espinhoso) espécies de ocorréncia comum no Brasil (CHEEKE;
BRONSON, 1980; POND; LEHMANN, 1989; MWANGI, 2003).

O amaranto tem um sistema fotossintético "C-4" (semelhante a plantas como milho e
sorgo), o que lhe permite ser excepcionalmente eficiente na utilizacdo de luz solar e nutrientes
em altas temperaturas. E mais resistente & seca do que o milho e prospera em temperaturas de
30-35°C. E tolerante & baixa fertilidade e & seca, embora o mecanismo de tolerancia no seja
bem compreendido. Sob condi¢des de estresse, a qualidade da planta torna-se pobre. O
amaranto responde bem ao uso de fertilizantes (SINGH; WHITEHEAD, 1993).

2.1.2 Amaranthus usados como alimento

Valorizada pela civilizagéo asteca nas Américas, as Amaranthaceas foram alimento
basico e um simbolo venerado da cultura, conhecidas, atualmente, como falso cereal. Getahun
(1976) ja afirmava que a qualidade da proteina de amaranto € significativa em relacéo a outros

grdos e que apresenta também, comparativamente, mais célcio e ferro, muitas das espécies do
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género Amaranthus sdo comestiveis. Algumas sé&o cultivados para o consumo de folhas (por
exemplo, A. tricolor e A. Lividus), enquanto outros, particularmente A. hybridus e A. caudatus
sdo importantes na producdo de grdos. Getahun (1976) cita também que na Etiopia, por
exemplo, a semente de A. Caudatus é usada como alimento pela tribo Gumuz, além de serem
empregadas na producédo de cerveja local. Além disso, eles utilizam A. caudatus como planta
cultivada e a semente é usada para preparar mingau na nagdo Sidamo.

O amaranto cresce rapidamente e tem tolerancia a condicbes aridas e solos pobres
onde alguns cereais ndo podem ser cultivados. O amaranto foi apresentado como um grédo
milagroso, super grdo e o grdo do futuro (EVGENY, 2001; SAMUEL, 1991). Varias espécies
de amaranto, tais como Amaranthus caudatus, Amaranthus cruentus e Amaranthus
hypochondriacus, vém sendo cultivadas na Argentina, Bolivia, Equador e Peru, e a espécie
Amaranthus caudatus também tem sido cultivada na Africa (Etidpia, Quénia, Uganda) como
grédos e hortalicas (TEUTONICO; KNORR, 1985; WILLINAMS; BRENNER, 1995).
Segundo a Asociacién Mexicana del Amaranto (2003) e Costa e Dantas (2009), o amaranto
(Amaranthus spp) foi selecionado pela NASA (National Aeronautics and Space
Administration), para ser utilizado na alimentacdo de astronautas em viagens espaciais, por
apresentar elevado valor nutritivo e alta digestibilidade.

Além de se usar as folhas e os grdos desse vegetal na alimentacdo humana, o
Amaranthus tem sido utilizado, também, como forragem para gado. As sementes podem ser
moidas na fabricacdo de farinha, producéo de pipoca e cozida como mingau. As folhas podem
ser cozidas da mesma maneira que o espinafre. As folhas e as hastes sdo macias, cortadas e
cozidas ou as vezes fritas em 6leo e misturado com carne, peixe, sementes de cucurbitaceas,
amendoim ou 6leo de palma. Pratos com amaranto sdo comidos como prato principal com
cereais ou tubérculos. Tradicionalmente, em regides aridas, as folhas sdo secas e o p6 da folha
é usado em molhos, durante a estacdo seca (GRUBBEN; DENTON, 2004). Essas plantas
constituem uma fonte alternativa de proteinas na dieta humana com vantagens sobre as
proteinas animais, devido ao seu baixo teor de gorduras saturadas e auséncia de colesterol
(SAMARTINI, 2015).

Folhas de amaranto tém um alto teor de micronutrientes essenciais. Elas constituem
boa fonte de vitaminas, incluindo vitamina A, vitamina K, Vitamina B6, vitamina C,
riboflavina e folato, dietas minerais, incluindo célcio, ferro, magnésio, fosforo, potéssio,
zinco, cobre e, especialmente, manganés (GRUBBEN; DENTON, 2004). Os grdos de

amaranto ndo apresentam glaten e, portanto, sdo de facil digestdo, principalmente para
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aqueles que se recuperam de alguma doenca ou periodo de jejum (MORALES; LEMBCKE;
GRAHAM, 1988).

2.1.3 Amaranthus utilizados como medicamento

Getahun (1976) relatava que as espécies de Amaranthaceae apresentam propriedades
medicinais, e podem ser utilizadas para prevenir o crescimento retardado de criancas,
aumentar o fluxo de leite materno, sdo consideradas, também, altamente benéficas no
tratamento de gonorreia, além de beneficiarem pacientes com doenca cardiovascular. O
mesmo autor afirma que na Etiopia, a raiz de Amaranthaceae é usada como laxante e a
semente serve para expulsar vermes do género Taenia, podem servir também para o
tratamento de doengas oculares, amebiana, disenteria e queixas de mama.

Amaranthus caudatus e Amaranthus sylvestris sdo usados como um expectorante de
Taenia. Amaranthus Spinosus Linn. pode ser utilizado como laxante, diurético e digestivo.
Também é usado no tratamento de anorexia, hanseniase, doengas do sangue, sensacdo de
ardor e bronquite. Essa planta é relatada, ainda, como tendo propriedades anti-inflamatdrias,
atividade imunomoduladora e efeito em hematologia (ASSIAK et al., 2002; HUSSAIN et al.,
2009). Estudos mostraram propriedade antidiabética de Amaranthus Spinosus Linn. (GIRIJA,
LAKSHMAN, 2011; SANGAMESWARAN; JAYAKAR, 2008).

Reyad-ul-Ferdous et al. (2015) avaliando o potencial biolégico de A. viridis em ratos,
observaram que o extrato bruto das folhas possuia potente propriedade anti-inflamatdria,
apoiando, com isso, 0 uso folclérico dessa planta no tratamento de varias situacdes
inflamatdrias (SRAVAN et al., 2011).

2.2 Alelopatia

O termo "alelopatia™ foi criado em 1937, pelo pesquisador alemdo Hans Molisch, com
a unido das palavras gregas "allélon" e "pathos", que significam, respectivamente, matuos e
prejuizo. Segundo Molisch, “alelopatia ¢ a capacidade das plantas produzirem substancias
quimicas que, liberadas no ambiente, influenciam de forma favordvel ou desfavoravel o
desenvolvimento de outras plantas” (SANTOS, 2012, p. 4).

A Sociedade Internacional de Alelopatia (SIA) define o termo alelopatia como “A
ciéncia que estuda qualquer processo que envolva metabolitos secundarios produzidos pelas
plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam no crescimento e desenvolvimento de
sistemas bioldgicos” (TORRES et al., 1996, p. 25).

As substancias alelopaticas provém do metabolismo secundario, atribuem-nas a funcéao

de defesa e/ou protecdo, pois durante o processo de evolucdo destas plantas essas substancias
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representaram alguma vantagem contra a agdo de microrganismos, virus, insetos, e outros
patdgenos ou predadores, seja inibindo a acdo destes ou estimulando o crescimento e
desenvolvimento das plantas (MANO, 2006). Os aleloquimicos presentes nas plantas (raizes,
folhas, etc) sdo liberados no ambiente ou, entdo, por meio da decomposicdo do material
dessas plantas. Segundo Alves et al. (2003), tem-se aumentado o interesse na exploragédo da
alelopatia como uma alternativa estratégica, principalmente, para o controle de ervas
daninhas, mas também, de insetos e doencas. Esses autores mencionam que ervas daninhas
podem ser controladas pelo crescimento de plantas capazes de exudar aleloquimicos ou pela
incorporacdo de residuos de plantas com alto teor de aleloquimicos no solo. Muitos
metabolitos secundarios, como substancias fendlicas e terpendides, sdo capazes de influenciar
o ciclo de nutrientes, aumentando ou reduzindo a disponibilidade destes em sistemas terrestres
e aquaticos (INDERJIT; NISHIMURA, 1999). O estresse nutricional pode levar diretamente a
interferéncia competitiva e, também, pode ocasionar aumento da producdo de substancias
alelopéaticas em plantas cultivadas ou em plantas daninhas (KLEIN; BLUM, 1990; RICE,
1984). Esta reciprocidade de acGes entre competicdo e alelopatia dificulta e, praticamente,
inviabiliza a separacdo desses fenébmenos a campo (DAKSHINI; FOY; INDERJIT, 1999;
INDERIJIT; DEL MORAL, 1997).

A alelopatia é um fendmeno produzido por plantas, e este ndo se trata de uma
competicdo, pois ndo ocorrem disputas por recursos limitados (DIAS et al., 2005;
FERREIRA; AQUILA, 2000). O que difere a alelopatia da competicdo entre plantas é o fato
de a competicdo reduzir ou remover do ambiente um fator de crescimento necessario para
ambas as plantas, como agua, luz, nutrientes e outros, enquanto a alelopatia ocorre pela adicdo
de um fator quimico ao meio. Nos ecossistemas agricolas, a ocorréncia da alelopatia € muito
importante na determinacdo da interferéncia entre culturas e comunidade infestante (FELIX,
2012). Contudo, para uma determinada quantidade de substancia alelopéatica, 0 aumento da
densidade de planta-alvo diminui o efeito alelopatico, embora aumente a interferéncia por
competicdo (WEIDENHAMER; HARTNETT; ROMEO, 1989) o que possibilita a distingéo
entre os dois fendmenos em condicGes controladas.

Para Almeida et al. (2008), os efeitos alelopaticos de uma planta sdo aceitos, desde
que seja comprovado que um inibidor quimico efetivo seja produzido e ocorra numa
concentracdo potencialmente efetiva e que a inibicdo ndo seja por efeito de competicdo da
planta por luz, &gua e nutrientes, nem por uma atividade animal. Conforme Borella e Pastorini
(2009), os efeitos alelopaticos podem ser resultados de uma interagdo complexa entre fatores

geneéticos e ambientais. A capacidade das plantas de produzir alelogquimicos em todos 0s seus



29

0rgdos e sua concentracdo nos tecidos depende de diversos fatores, como solo, temperatura e
pluviosidade.

Os compostos alelopaticos podem afetar varios processos na planta, tais como a
germinacdo das sementes e o crescimento das plantulas, a assimilacdo de nutrientes, a
fotossintese, a respiragdo, a sintese de proteina, a atividade de vérias enzimas e a perda de
nutrientes pelos efeitos na permeabilidade da membrana celular (MANO, 2006). O interesse
na exploracdo de compostos do metabolismo secundario tem sido visto como uma alternativa
estratégica na agricultura, inclusive para o controle de ervas daninhas (ALVES et al., 2003).
Essa € uma atividade que pode trazer um interesse muito grande por parte de empresas do
setor de protecdo de plantas, pois a incorporacdo desses metabolitos como atividade
alelopatica na agricultura podem ser uma opc¢do no sentido de reduzir o0 uso excessivo de
herbicidas sintéticos que na maioria das vezes, por conta do mal uso, tornam-se danosos ao

meio ambiente.
2.2.1 A alelopatia como estratégia de manejo de plantas daninhas

Nos ultimos anos, o estudo de compostos alelopaticos tem avancado muito na
perspectiva da sua manipulacdo para aplicacGes praticas na agricultura, como por exemplo,
para controlar pragas e plantas invasoras (MAULLI et al., 2009). A alelopatia pode ser til na
busca por fitotoxinas naturais e de derivados sintéticos a serem empregados como herbicidas
naturais, pois podem ser mais especificos em sua acdo e menos prejudiciais ao meio ambiente.
Assim pode-se reduzir, ou eliminar a contaminacdo do ambiente, na preservacao de recursos
naturais e na garantia da producdo de produtos agricolas com alta qualidade, desprovidos de
residuos de agentes contaminantes (BORELLA; PASTORINI, 2009).

Pensando na tomada de decisdo no quesito estratégias de manejo de plantas daninhas
com o uso da alelopatia no campo, pode-se destacar a utilizacdo de espécies de cobertura
morta com maior potencial alelopatico e a selecdo de gendtipos com maior potencial
alelopatico. E fato que o uso de coberturas mortas (restos vegetais) ¢ a estratégia utilizada
com maior éxito na agricultura, uma vez que o manejo de plantas daninhas através do uso de
coberturas vegetais tem se intensificado pela possibilidade de reducéo dos custos de producéo
dos produtos agricolas. Atualmente, a busca por produtos de origem natural que causem baixo
impacto ambiental estimula a pesquisa com produtos naturais, 0os projetos no ambito da
alelopatia podem ser uma alternativa interessante e viavel para obtengdo de novas substancias

gue venham atender as necessidades atuais e futuras da agricultura (SANTQOS, 2012).
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Pensando, também, no uso de algumas hortali¢as ndo convencionais nao apenas como
alimento, mas sim como cobertura morta, ndo foi encontrada na literatura nenhuma
informacao relacionada até a presente data que tenham feito o uso especifico dessas hortalicas
para esse fim, porém acredita-se que, pela demanda de algumas dessas espécies em varios
locais de cidades e em areas de agricultura, pode-se fazer uso dessa atividade com hortalicas
folhosas. Existem muitas pesquisas com indmeras especies cultivadas que sdo utilizadas como
plantas para cobertura do solo, verde ou morta, com o objetivo de reduzir a infestacdo de
plantas daninhas, onde sdo atribuidos efeitos alelopaticos a espécies cultivadas existindo,
inclusive, trabalhos com hortalicas convencionais conhecidas tais como a batata doce e o
rabanete. Outros exemplos de plantas seriam a alfafa, centeio, cevada, girassol, nabo
forrageiro, sorgo, trigo, dentre outros (NARWAL, 1999).

Existem bastantes trabalhos com herbicidas convencionais utilizados para eliminar
uma hortaliga ndo convencional muito comum em solos brasileiros que é o amaranto. Porém,
existem pesquisas que procuram mostrar o outro lado do uso do amaranto, ndo como uma
planta daninha, mas sim como um possivel herbicida. Namdari et al. (2012), pesquisaram 0
uso de cultivares de feijoeiro com tolerancia a atividade alelopéatica de A. retroflexus como
forma de reduzir a necessidade de herbicidas no inicio da estacdo de aplicacdo, com controle
de ervas daninhas no final da temporada, fornecido pela competitividade da cultura. Assim, a
inibicdo ou estimulo que acontece na alelopatia resulta da interferéncia isolada ou coletiva nos
processos fisioldgicos, sdo por isso, considerados como um recurso para o desenvolvimento
de pesticidas naturais (FELIX, 2012). Os efeitos alelopaticos de plantas medicinais sobre
sementes de plantas daninhas podem gerar modos alternativos de agdo, maior especificidade,
e por causarem menos danos ambientais sd@o candidatos para o desenvolvimento de novos
modelos de herbicidas.

Bioensaios laboratoriais envolvendo investigacGes alelopaticas sdo de grande
importancia, pois no laboratério, pode-se controlar muitos parametros e compostos que, na
natureza, interagem simultnea e sequencialmente, aléem de mudarem constantemente. Essas
pesquisas que venham a comprovar a atuacdo da alelopatia em laboratorio, sdo utilizadas por
meio de testes de germinagcdo. No entanto, para ter a confirmagdo de que o potencial
alelopatico observado é expresso em condi¢fes naturais sdo necessarios estudos de campo
(TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010).
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2.2.2 Metabdlitos secundarios e agdo dos aleloquimicos em plantas

Os metabdlitos secundarios podem ser chamados de compostos ou moléculas bioativas
ou alelopéticas, e podem exercer funcdo de reconhecimento, defesa ou inibicdo de outras
substancias toxicas. Esses compostos alelopaticos podem ser encontrados em varias classes de
produtos naturais, incluindo acidos fenolicos, cumarinas, terpenodides, flavondides, alcaldides,
glicosideos cianogénicos, saponinas e taninos.

A acdo visivel sobre as plantas inibindo ou estimulando o crescimento ou até mesmo a
germinacdo sdo respostas secundarias de efeitos primarios que ocorrem nO Processo
metabdlico das plantas afetadas. Alguns dos processos visiveis podem ser na porcentagem de
germinacdo das sementes que estdo sendo avaliadas, interferindo, consequentemente, no
crescimento inicial das plantulas. Conforme Tur, Borella e Pastorini (2010), existem dois
efeitos primarios: diretos e indiretos. Entre os efeitos diretos, observam-se interferéncias no
metabolismo vegetal, englobando alteracdes em nivel celular, fitormonal, fotossintético e
respiratério, sintese proteica, metabolismo lipidico e &cidos organicos, inibicdo ou
estimulacdo da atividade enzimatica especifica, efeitos sobre a relacdo hidrica e sobre a
sintese de DNA ou RNA nas plantas-alvo. Efeitos indiretos compreendem interferéncia na
produtividade das plantas, dos agroecossistemas e na biodiversidade local, por causar
alteracdes na sucessdo vegetal, na estrutura e composicdo das comunidades vegetais e na
dominancia de certas espécies vegetais.

A toxicidade presente nas plantas deriva-se de componentes quimicos secundarios
chamados de principios ativos, sdo eles os alcaloides, os glicosideos cardioativos ou
cardiotbnicos, os glicosideos cianogénicos, 0s taninos, as saponinas, as toxialbuminas, dentre
outros (SIMOES et al., 2007). Os aleloquimicos sdo resultantes do metabolismo secundario,
produzidos durante todo o ciclo de vida da planta. Essas substancias estdo presentes em todos
os oOrgdos como folhas, flores, frutos, raizes, caules e sementes (GUSMAN; VIEIRA;
VESTENA, 2012). Sua produgdo nos vegetais pode ser influenciada por diversos fatores,
entre eles, temperatura, umidade, indice de precipitacdo, radiacdo e variacdo sazonal
(VIECELLI; CRUZ-SILVA, 2009).

De acordo com Silveira (2010), a liberacdo dos aleloquimicos se d& por diferentes
formas como volatilizagdo, exsudacao radicular, lixiviacdo e decomposicdo de residuos. A
volatilizacdo acontece quando compostos volateis como terpenos, por exemplo, sao
volatilizados das folhas, flores, caules e raizes podendo assim ser absorvidos por outras

plantas. A lixiviacdo pode ser definida como a remocéo de substancias quimicas das plantas
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pela acdo da agua por meio da chuva, orvalho ou neblina e pode-se citar, por exemplo,
compostos como terpendides e alcaldides.

Outro meétodo € a exsudacdo radicular, no qual muitos compostos alelopaticos sao
liberados na rizosfera e podem atuar direta ou indiretamente nas interacdes planta/planta e na
acao de microrganismos, entre estes compostos, podem ser citados a amidalina e a cumarina.
A decomposicdo de residuos acontece quando toxinas sdo liberadas pela decomposicdo das
partes aereas ou subterraneas, direta ou indiretamente, pela acdo de microrganismos, 0s quais
liberam compostos como os glicosideos cianogénicos, acidos fendlicos e flavonoides (FELIX,
2012; SANTOS, 2012). Os terpenos podem ser considerados como a maior classe de
metabdlitos secundarios existentes nas plantas. Sua sintese ocorre a partir de acetil CoA ou de
moléculas glicosidicas como o piruvato. Exemplos de terpenos sdo as giberilinas, os
esteroides de membrana celular, os carotenoides e o &cido abscisico.

Os compostos fendlicos possuem um anel aroméatico com um grupo hidroxila ligado.
Sua sintese ocorre a partir da fenilalanina ou acetil CoA. Entre os compostos fenolicos mais
importantes estdo os derivados de &cido benzoico, acido cafeico e outros fenilpropandides
simples como cumarinas, ligninas, taninos e flavonoides, este ultimo compreende a maior
classe de compostos fenodlicos existentes. Nos compostos nitrogenados o0s principais
compostos sdo os alcaloides, os glicosideos cianogénicos, os glucosinolatos e os aminoacidos
néo proteicos (NOVAES, 2011).

Diante da enorme diversidade de compostos quimicos produzidos pelas plantas, a
alelopatia pode contribuir no estudo do processo desses compostos, pois pesquisas tém
demonstrado que eles podem ser produzidos em grande quantidade pelas plantas quando essas
sdo submetidas ao estresse bidtico ou abidtico (CHAVES; ESCUDERO, 1999).

Os alcaloides, por exemplo, sdo moléculas caracterizadas pelo baixo peso molecular e
pela origem a partir de fenilalanina, tirosina, triptofano e lisina (INDERJIT, 1996; INDERJIT,;
VIVANCO, 2006; PUTNAM, 1988). De acordo com Rice (1984), vérios alcaloides sdo
capazes de inibir o crescimento de bactérias, além de serem tdxicos para alguns invertebrados.

As cumarinas representam uma grande classe de compostos fenolicos encontrados,
principalmente, em plantas, mas com ocorréncia em fungos e bactérias. Esses constituintes
vegetais sdo derivados do metabolismo da fenilalanina, tendo como precursores iniciais 0s
acidos cinamico e p-hidroxi-cindmico, a partir dos quais as cumarinas e seus derivados sdo
biossintetizados por diferentes vias (KANEKO; BABA; MATSUO, 2003). O mesmo autor

cita que esse é um grupo de compostos com potentes propriedades antioxidantes.
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Os depsideos e as depsidonas sdo substancias fenolicas, obtidas a partir de acetil- CoA
(HARBORNNE, 1998). Essa via é responsavel por produzir o acido hidroxibenzoico que, ao
formar ésteres de duas ou mais subunidades, origina os depsideos, 0s precursores para a
formacdo de depsidonas (CARRAZONI, 2003). Segundo Macedo et al. (2007),
terapeuticamente esses grupos tém sido reconhecidos por apresentarem propriedades
antioxidantes, antivirais, antitumourais, analgésicas e antipiréticas.

Referente aos derivados fendlicos, segundo Alves et al. (2004), Carmo, Borges e
Takaki (2007) e Inderjit e Duke (2003), sdo substancias que atuam na defesa contra
herbivoros e patdgenos, na atragdo de polinizadores, na protecdo contra a radiacao ultravioleta
e no estabelecimento de simbiose. Os autores citam, ainda, que os derivados fenolicos
compreendem o maior grupo de metabdlicos que foram identificados como alelopaticos.

Os flavonoides estdo presentes nas plantas em diversas formas e com variadas
fungdes. Incluem flavonoides, flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas,
proantocianinas, isoflavonoides, entre outros. Essas substancias apresentam efeitos
alelopaticos, e sdo capazes de inibir o crescimento de plantas e fungos (RICE, 1984;
SAKIHAMA et al., 2002; SHIMOJI; YAMASAKI, 2005).

As saponinas podem ser formadas por triterpenoides glicosilados com cadeia
polissacaridica hidrofilica ou por esteroides hidrofébicos, caracteristica que lhes confere a
propriedade detergente. S0 conhecidas por suas propriedades hemoliticas e toxidez para
moluscos, insetos e fungos (KOKATE; PUROHIT; GOKHALE, 2003; RIZVI; RI1ZVI, 1992).

Os taninos possuem a capacidade de se ligar as proteinas, geralmente de forma
irreversivel, formando precipitados. Essas substancias estdo envolvidas no papel de proteger a
planta contra ataques de herbivoros invertebrados e vertebrados, pois tém como caracteristicas
0 sabor adstringente e de dificil digestdo, ja que as enzimas digestivas ndo conseguem
metabolizar esses precipitados (CANDIDO, 2007; SILVA, 2007). Os terpendides, também
chamados isoprendides, sdo caracterizados estruturalmente como substancias constituidas de
unidades de isoprenos, unidas em cadeias poliméricas lineares, ciclicas, biciclicas ou
triciclicas, que, por sua vez, podem possuir funcdes oxigenadas como alcoois, éteres,
aldeidos, cetonas, lactonas (CARDOSO et al., 2001). Eles atuam como reguladores de
crescimento, fitoalexinas e repelentes para insetos herbivoros (INDERJIT; DUKE, 2003;
MAIRESSE; FARIAS; FIORIN, 2007; ORTEGA et al., 2001).
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2.3 A citogenética na agricultura

Segundo Brammer, Zanotto e Caverzan (2007) e Guerra (1988), desde a época de
Mendel, a citologia e a genética passaram a colocar seus conhecimentos numa area comum,
mais tarde denominada citogenética. A partir disso, a citogenética expandiu-se enormemente,
inserindo-se em varios outros campos da biologia, como a taxonomia, a bioquimica, a
medicina clinica e o melhoramento animal e vegetal. Por ser a citogenética o estudo da
genética por meio da citologia, essa area da ciéncia engloba todo e qualquer estudo
relacionado com o cromossomo, isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, tanto no
que diz respeito a sua morfologia, organizacdo, funcéo e replica¢do, quanto a sua variagéo e
evolugdo (BRAMMER; ZANOTTO; CAVERZAN, 2007).

Com a expansao das pesquisas citogenéticas, atualmente, é dada grande importancia a
estudos que identifiguem plantas com atividade alelopatica com potencial para que se criem
alternativas naturais para o controle de pragas, criando herbicidas naturais com menor
impacto no ambiente (KATO-NOGUCHI et al., 2013).

Estudos prospectivos para esse fim sdo realizados a partir da identificacdo da atividade
alelopatica da espécie vegetal de interesse. Como essa atividade esta relacionada com a agéo
gue uma planta exerce sobre o crescimento e desenvolvimento de outra (RICE, 1979),
realizam ensaios a fim de prospectar a fitotoxidade do extrato da planta de interesse em uma
espécie modelo.

Em geral, tal abordagem € realizada por meio de ensaios de germinacédo e crescimento
radicular (PAWLOWSKI et al., 2012) em Lactuca sativa L. (TIGRE et al., 2012). O ensaio
permite a avaliacdo da toxicidade geral e, portanto, é considerado essencial como bioensaio
preliminar no estudo de compostos com potencial atividade bioldgica (ARAUJO; CUNHA;
VENEZIANI, 2010).

Na ultima década, tem-se relacionado andlises citogenéticas a estes testes de
fitotoxidade, dando evidéncias sobre os mecanismos de acdo do extrato (ARAGAO et al.,
2015; LUBER et al., 2015). Além dos dados de percentual de germinacdo e elongacédo
radicular, outro pardmetro importante que é possivel determinar com base no ensaio de
crescimento radicular € o ICso (Inibicdo de Crescimento 50%), o qual corresponde a
concentracdo do agente testado em que o tamanho das raizes do modelo vegetal é 50% menor
que o das raizes do tratamento controle (SADHNA; HARDEEP; KHULLER, 2001). Do
ponto de vista citogenético essa concentracdo € altamente representativa, pois refletira, com

clareza, os efeitos toxicos do agente testado sem que a inibigdo seja demais, o que resultaria
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em raizes muito frageis e/ou pequenas demais para a montagem de l&minas para avaliacdo de
ciclo celular.

Vérias estratégias tém sido utilizadas em plantas para a deteccdo de
citogenotoxicidade. Entre as mais comuns esta a analise de pardmetros citogenéticos
(microscopicos), tais como, (1) indice mitotico (IM), calculado como a frequéncia de células
em divisdo; (2) percentuais de alteracGes cromossdmicas (AC) numéricas ou estruturais,
expresso pelo numero de alteragbes — c-metafases, cromossomos pegajosos, pontes e
cromossomos perdidos — dividido pelo total de células e (3) aberragdes nucleares (AN),
determinadas pela frequéncia de nuacleos condensados, lobados e células poli ou
micronucleadas em intérfase (ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE, 2008; LEME; ANGELIS;
MARIN-MORALES, 2008). De modo geral, os percentuais de células em divisao (IM) e as
AC ou AN sdo calculados como uma resposta as dosagens ou tratamentos diferenciados e
permitem definir se a substancia ou composto avaliado é genotoxico (AC), citotoxico (1M,
AC e AN) ou mutagénico (AN) (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

A espécie modelo L. sativa L. (alface) se destaca para ensaios de germinacdo e
crescimento, pois possui uma germinacdo uniforme e rapida, além dos ensaios serem
concluidos com apenas 120h de exposi¢do (TORRES RODRIGUEZ, 2003), o que permite
obter dados sem atrasos indevidos (DAYAN; DUKE, 2006). Adicionalmente, é importante
que as analises citogenéticas sejam feitas por meio de um bioensaio capaz de avaliar misturas
complexas, visto que as interacdes alelopaticas geralmente se dao por varios compostos que
agem de forma antagonista e/ou sinérgica entre si (REIGOSA et al., 2013).

A alface, como vegetal superior, cumpre essa exigéncia (GRANT, 1994) além de se
destacar por possuir uma boa sensibilidade e ser eficiente para a analise dos pardmetros
citogenéticos (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010; ANDRADE-VIEIRA et al., 2014),
0 que a torna uma espécie modelo eficiente tanto para as analises macroscépicas quanto

microscapicas.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O cultivo das hortalicas ndo-convencionais, principalmente por agricultores familiares
e agricultores urbanos pode proporcionar o enriquecimento da dieta alimentar local com a
diversificacdo da producéo, além de algumas das hortalicas ndo-convencionais representarem
significativa oportunidade de renda, seja in natura ou com seus subprodutos, semelhante as
hortalicas convencionais.

Essas hortalicas sdo espécies importantes socioculturalmente para 0 nosso pais por
mais que venham a apresentar distribuicdo limitada e restrita a determinadas localidades ou
regides, exercendo influéncia na alimentacdo e na cultura das populagdes locais. Por esse
motivo, estudos e pesquisas fitotécnicas, quimicas e citogenéticas devem ser desenvolvidos
como forma de suprir a escasses de informacdes, haja vista o reduzido volume literario sobre

varias dessas espécies.
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ABSTRACT

Unconventional vegetables, in general, are plants that have been largely consumed by the
population at some point and, because of changes in eating behavior, now present reduced
economic and social expression and have lost ground to other vegetables. The objectives of
this study were to perform phytochemical screening of the ethanol extracts of Rumex acetosa
L., Tropaeolum majus L., Solanum muricatum, Stachys byzantina K. Koch and Solanum
betaceum Cav. and evaluate their antioxidante potentials via the methods involving scavaging
of the DPPH free radical and the ABTS radical, phosphomolybdenum and reducing power. In
phytochemical screening, five species of unconventional vegetables tested positive for
tannins; for sesquiterpene, lactones and other lactones. These tests were positive for
Tropaeolum majus L. and Rumex acetosa L., Solanum betaceum Cav. and Solanum
muricatum tested negative for steroids. Only Solanum betaceum Cav. gave positive tests for
flavonoids. Among the five plant species studied, Stachys byzantina K. Koch presented the
greatest antioxidant potential in all the methods evaluated.

Keywords Rumex acetosa L., Tropaeolum majus L., Stachys byzantina K. Koch, Reducing
Power
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1. INTRODUCTION

Unconventional vegetables are considered to be those that are currently consumed by
only a few people, usually in restricted areas or communities. These vegetables have a good
taste and nutritional value [1]. Because of globalization and the increasing use of processed
foods, cultivation and consumption of unconventional vegetables have decreased in all the
regions of Brazil, both urban and rural areas. As a result, the eating habits of Brazilians of all
social classes are being modified, and the consumption of food from local and regional
sources has been shrinking [2].

Tropical and subtropical countries have the greatest diversity of vascular plant species.
However, the number of indigenous fruits and vegetables utilized are negligible. With respect
to native vegetables, research, cultivation, use and valorization seem to be even less [3].

Among these vegetables, some stand out in Brazilian cuisine. In southeastern Brazil,
more specifically in the state of Minas Gerais, there is Rumex acetosa L. (sorrel), which is a
herbaceous perennial native to Europe and North Asia (Eurasia), including being considered a
“weed” in that continent. It presents sour leaves and is used in raw salads (pure or mixed,
providing freshness) or as a vegetable in soups, puree or green sauce and omelets[4].

Another widely used unconventional vegetable is Tropaeolum majus (nasturtium). It is
an annual, herbaceous plant native to the highlands of Mexico and Peru. It is widely cultivated
for ornamental purposes and for consumption in most regions of Brazil. Its flowers and young
leaves can be used to prepare raw salads, green pasta, pancakes, pizzas, breads and soups, and
it can be cooked with meat, among other uses. The Stachys byzantina K. Koch (peixinho;
“little fish™) species, also known as peixinho-do-jardim, is a herbaceous perennial vegetable
native to Turkey, Asia and Caucasus. It is widely cultivated in southern and southeastern
Brazil for ornamental purposes in sites with strong sunlight and for consumption as a
vegetable. Its leaves can be eaten after cooking and suitable culinary preparation. It has a light
texture and fried-fish flavor, hence some of the popular names: peixinho, peixinho-da-horta or
lambari-da-horta (“little fish”, “little-fish-of-the-garden” or “tetra-of-the-garden”) [4].
Solanum muricatum (meldozinho; “little melon”) is an evergreen shrub with fruits 10 to 15
cm long. It is a plant of the Solanaceae family. It has a sweet flavor and aroma similar to
melon (hence the name, despite not being closely related). Solanum betaceum (tomate da
arvore; “tree tomato”) of the Solanaceae family is an erect shrub, sublenhose, perennial,
sparsely branched, 2.5 to 4.5 m high and native to Bolivia and Peru. The fruit can be

consumed fresh. It has a yellow juicy pulp with a slightly sour flavor and many seeds [4].
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Unconventional vegetables are not usually organized in the supply chain itself and do
not arouse interest from seed, fertilizer or pesticide companies. However, the work of
rescuing these plants from the point of view of increasing their use in food and research
represents a cultural, social and economic gain and may stimulate the production and
consumption of these foods because of their possible nutritional and pharmaceutical
characteristics, in addition to their hardiness in cultivation.

Considering the hardiness to cultivation and desirable nutritional characteristics, the
determination of the chemical composition of these species by means of a preliminary survey
that can predict the groups of secondary metabolites in the extract is important. Some research
has shown that certain compounds present in plant extracts can have antioxidant action, and
they are indicated to reduce or prevent the deleterious effects of cellular oxidative stress [5]
[6]. There is a growing interest in finding plant species that can act in the fight against free
radicals. The objectives of this study were to evaluate the antioxidant potential using the
methods of sequestration of the DPPH free radical or the ABTS radical, phosphomolybdate
and reducing power and to perform phytochemical screening of Rumex acetosa L. (sorrel),
Tropaeolum majus L. (capuchin), Solanum muricatum (little melon), Stachys byzantina K.

Koch (little fish) and Solanum betaceum Cav. (tree tomato).

2. Material and Methods

2.1. Collection and Extraction of Plant Material

The leaves and fruits of unconventional vegetables (considered to be those that are
currently consumed by only a few people, usually in restricted areas or communities) were
obtained from the collection of the Department of Agriculture of the Federal University of
Lavras. Samples of Rumex acetosa L. (sorrel), Tropaeolum majus L. (capuchin), Solanum
muricatum (little melon), Stachys byzantina K. Koch (little fish) and Solanum betaceum Cav.
(tree tomato) were sent to the Organic Chemistry Laboratory—Essential oils of the Department
of Chemistry of the same University. The collected material (leaves or fruits) was dried in an
oven (35°C) for 72 hours. To 100 mL of ethanol was added 50 g of the plant, and the mixture
was heated under reflux for 8 hours. The mixture was filtered through a Buchner funnel, and

the ethanol was evaporated on a Biichi B114 rotary evaporator to furnish the plant extract.
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2.2. Phytochemical Screening

The presence of the major classes of metabolites was determined according to the
method proposed by Matos (1988) [7]. To test for tannins, a few milligrams of extract was
dissolved in 3 mL of distilled water and a drop of 1% ferric chloride was added. A change in
color or formation of a precipitate indicated a positive reaction. To test for the presence of
flavonoids, a few milligrams of extract was dissolved in 10 mL of methanol. If necessary, the
mixture was filtered, and five drops of concentrated HCI and a one-cm piece of magnesium
tape were added. A pink tint in the solution indicated a positive reaction. For these and all
other tests, 1 mg of each extract of leaves was used. Tests were performed for organic acids,
reducing sugars, polysaccharides, proteins and amino acids, tannins, catechins, flavonoids,
cardiac glycosides, sesquiterpene, lactones and other lactones, azulenes, carotenoids, steroids,

depsides, coumarin derivatives, saponins, alkaloids, purines and anthraquinones.

2.3. Essential Oils

To obtain the essential oils, 200 g of edible fruits or leaves was subjected to
hydrodistillation for 2 hours, using a modified Clevenger apparatus to furnish the hydrolac
[8]. The essential oil was separated from the distillate by centrifugation on a benchtop
centrifuge with a horizontal crosspiece (Fanem Model 206 Baby®I BL) at 965.36 g for 5
minutes or by partition with dichloromethane. No essential oil was obtained from any of the

plants studied.

2.4. Antioxidant Activity

2.4.1. ABTS Method

The antioxidant activity by the ABTSe+ method [ammonium salt of 2,2’-azinobis (3-
ethylbenzenethiazoline-6- sulfonic acid)] was performed according to the method described by
Guerreiro et al. (2013) [9]. The ABTS radical was formed by the reaction of 7 mM ABTSe+ solution
with 2.4 mM potassium persulphate, incubated at 25°C in the dark for 12 - 16 hours. Once formed, the
PA radical was diluted with ethanol to obtain the absorbance (from 0.7 to 0.72) at 734 nm. In a dark
environment, 50 pL of each of the samples (concentrations 31.25, 62.5, 125, 250 and 500 pg-mL—1)
was transfered to test tubes containing 1950 pL of the ABTSe+ radical. The percentage inhibition of

the ABTSe+ radical by the samples was calculated according to the following equation:
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% Effect on radical capture = [(Acn — A sam) /Acn] x100

Where:

Acn = Absorbance of the negative control;

Asam = Absorbance of the sample;

The values were compared with those of the BHT (butyl hydroxy toluene) standard at
concentrations of 31.25; 62.5; 125; 250 and 500 ug-mL_l.

2.4.2. Sequestration of the DPPH Free Radical

Evaluation of antioxidant activity by means of the capture of the DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) free radical was performed according to a modification of the method of Lutz-
Lopes et al. (2008) [10]. A metanol solution of DPPH was prepared at a concentration of 40
ug-mL ™. To each test tube was added 2.7 ml of the DPPH solution, followed by 0.3 mL of
each extract dissolved in ethanol at concentrations of 31.25; 62.5; 125; 250 and 500 pg-mL ™.
The BHT standard was used as a positive control. The negative control was a solution
containing all the reagents except the extracts. After standing for 60 minutes in the dark,
absorbance readings were taken at 515 nm (Shimadzu UV-160 1PC). The antioxidant activity

(AA%) was calculated from the followingequation:

AAY% = [(Acn — A sam) /Acn] X100
where:
Acn = Absorbance of the negative control;

Asam = Absorbance of the sample.
2.4.3.Phosphomolybdate

To a test tube containing 1 mL of reagent solution (0.6 M sulfuric acid, 28 mM sodium
phosphate and 4 Mm ammonium molybdate) was added an aliquot of 0.1 ml of 500 pg-mL™*
solution of extract in ethanol. The blank contained 1 mL of the reagent solution and 0.1 mL of
ethanol. The tubes were capped and incubated in a water bath at 95°C for 60 minutes. After
cooling, the test tubes were read at 695 nm. The values for the antioxidant activity of the

extracts were compared with a curve obtained with various concentrations of BHT (31.25,
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62.5, 125, 250 and 500 pug-mL ™), and the results were expressed in mg equivalents of BHT
per mg of extract [11].

2.4.4.Reducing Power

To a test tube were added a 0.1 mL aliquot of a solution of plant extract with 1 mL of
phosphate buffer solution (pH = 7.4) and 1.0 mL of 1% potassium ferricyanide. After
incubation at 50°C for 30 minutes, 0.5 mL of 10% trichloroacetic acid, 1.5 mL of distilled
water and 0.3 mL of ferric chloride were added, and the absorbance was measured at 700 nm.
The antioxidant activity of the extracts were compared with a standard curve for various
concentrations of BHT (31.25, 62.5, 125, 250 and 500 pg-mL™). Results were expressed in
equivalent mg BHT per mg of extract [12].

2.5. Statistical Analysis

Analysis of variance was performed for the ABTS and DPPH tests, followed by the F
test, to verify the effect of concentration on the antioxidant activity. For both tests, a
completely randomized design (CRD) was used in a 6 x 5 factorial: six samples and five
concentrations of extracts (31.25, 62.5, 125, 250 and 500 pg-mL ™) were analyzed with three

replications. Analyses were performed using the Sisvar program [13].

3. Results and Discussion
3.1. Phytochemical Screening

The results of the tests for the classes of compounds in both extracts are presented in
Table 1.

All five species of vegetables tested positive for tannins. The tannin identification
reaction is based on the formation of a green or blue coloration or precipitate. According to
Cunha and Batista (2010) [14], the tannins are generally found in different concentrations in
vascularized plants. They may be present in many plant organs such as leaf, fruit and bark;
they are soluble in water, alcohols and acetone, and exert a protective function in plants. The
test for steroids was positive for Rumex acetosa L., Tropaeolum majus L. and Stachys
byzantina K. Koch. The residue from the Solanum muricatum extract was not soluble in

chloroform, so it was not possible to perform the test with this extract. The test with the S.
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betaceum extract was negative. The extracts from Rumex acetosa L. and Tropaeolum majus
L. tested positive for sesquiterpene lactones and other lactones. Tests for flavonoids were
negative with the extracts from Rumex acetosa L., Tropaeolum majus L., Solanum muricatum
and Stachys byzantina K. Koch. A positive result was observed for the extract from Solanum
betaceum Cav. According to Souza et al. (2010) [15], flavonoids have an antioxidant action
by reason of their chemical structures and reducing properties.

Table 1. Metabolites whose results were positive in phytochemical screening for ethanol extracts of Rumex
acetosa L., Tropaeolum majus L., Solanum muricatum, Stachys byzantina K. Koch and Solanum betaceum Cav.

Compound Rumex Stachys Tropaeolum Solanum Solanum

acetosa L. | byzantina K. majus L. betaceum muricatum
Koch Cav.

Tannins + + + + +

Steroids + + + - -

Sesquiterpene, + - + - -

lactones  and

other lactones

Flavonoids - - - + -

They are phenolic compounds that have a perfect structure for scavenging free radicals
and can be more effective as antioxidants than some vitamins. The antioxidant activity of
flavonoids is related to their oxidation power [16]. Suhartonoa et al. (2012) [17] studied the
antioxidant activity and the presence of flavonoids in some medicinal plants (Kelakali,
Kasturi, pasak bumi and ferns) and found that all fractions of the plants tested had a high
flavonoid content, unlike four of the five species analyzed in this study. Porto et al. (2014)
[18] found a high concentration of flavonoids 728.00 mg. 100 g *) when they analyzed the
chemical composition of Jenipapo (Genipa american L.), unlike Barreto, Benassi and
Mercadante (2009) [19] who obtained a flavonoid concentration of 73.3 mg. 100 g * for buriti
(Mauritia flexuosa), 103.8 g/mg. 100 g™* for bacuri (Platonia insignis M.), 319.4 mg. 100 g *
for murici (Byrsonima crassifolia L.) and 741.2 mg. 100 g™* for pequi (Caryocar brasilia C.).
According to Porto et al. (2014) [18], only the Caryocar brasilia C. contained a concentration
of flavonoides near that obtained in the previous study, whereas the values for the other plants
were well below those recorded in that survey. The remaining phytochemical screening tests

with the extracts of these five vegetables were negative.
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3.2. Essential Qils

No essential oils were obtained from the five species of non-conventional vegetable
surveyed here.

3.3. Antioxidant Activities

The results of evaluation of the antioxidant activity (AA) through the method
involving inhibition of the ABTS radical are shown in Figure 1. The percent of AA increased
with increasing concentration for all the samples. Thus, the highest percentage of antioxidant
activity was obtained at a concentration of 500 pg-mL ™.

Among the five species studied, S. brizantina presented the greatest activity, and this
fact is due to the high concentration of phenolics (tannins) present in the plant. Solanum
muricatum had the lowest antioxidant potential, and its activities at concentrations of 62.5,
125 and 250 pg-mL " were statistically equal. Although tannins were found in that extract,
these compounds might be present in lower concentrations or complexed that the hydroxyl
hydrogen is unable to react with the ABTS radical (Figure 2).

Results for the antioxidant activity determined by scavaging of the DPPH free radical
are shown in Figure 3. The percentages of the antioxidant activity of all the species were
similar to those observed with the previous method. There was an increase in the antioxidant
activity with increasing concentration of the extract, there by demonstrating a dose-dependent
effect (Figure 4).

Results of the tests of the extracts from the five vegetables for antioxidant activity
performed by means of the formation of complexes with phosphomolibdenum and by
determination of the reducing power were expressed in mg equivalent BHT/mg of plant
extract (Table 2). The extracts from Tropaeolum majus L. and Stachys byzantina K. Koch
presented the highest antioxidant activities as measured by formation of the
phosphomolibdenum complex. This method is a simple and inexpensive way to measure the
total antioxidant capacity of a complex mixture of compounds containing both lipophilic and

hydrophilic substances, such as extracts obtained from plants [20].
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Figure 1. Percentage of the antioxidant activity of plants Rumex acetosa L., Tropaeolum majus L., Solanum
muricatum, Stachys byzantina K. Koch and Solanum betaceum Cav. the method of inhibiting the ABTS radical.
The means followed by the same letter: in lower case are the comparison of concentrations in each plant and the
upper letter of each concentration compared between diferente plants do not differ significantly at probability of
5%, by Scott-Knott test. *BHT = Butyl hydroxy toluene.
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Figure 2. Antioxidant stabilizing ABTS radical and formation of potassium persulfate.
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Figure 3. Percentage of the antioxidant activity of plants Rumex acetosa L., Tropaeolum majus L., Solanum
muricatum, Stachys byzantina K. Koch and Solanum betaceum Cav. by DPPH radical inhibition method. The
means followed by the same letter: in lower case are the comparison of concentrations in each plant and the
upper letter of each concentration compared between different plantsdo not differ significantly at probability of
5%, by Scott-Knott test. *BHT = Butyl hydroxy toluene.
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Figure 4. Antioxidant stabilizing DPPHe radical. *AO-H = representation of an antioxidant substance.

The Stachys byzantina K. Koch extract presented the highest antioxidant activity by
the reducing power method (Table 2). This method is based on the reduction of ferricyanide
to ferrocyanide ion in the presence of ferric ion (derived from FeCls) (Figure 5) [21].

According Meir et al. (1995) [22], the reducing capacity of a compound may serve as
an important indicator of its antioxidant potential. Sudha et al. (2012) [23] found that the
reducing power of the ethanol extracts of ripe and unripe exotic cucumbers in concentrations
of 0.190; 0.177 to 1 mg-mL™* and 0.921; 0.672 to 5 mg-mL™", respectively. The values
observed in this study were lower than those found by Sudha et al. (2012) [23].

Fe?* + [Fe(CN)s]* = Fe* + [Fe(CN)¢]*

Figure 5. Reduction of ferricyanide ion to ferrocyanide.

Table 2. Antioxidant activity of Rumex acetosa L. (sorrel), Tropaeolum majus L. (Capuchinha), Solanum
muricatum (melaozinho), Stachys byzantina K. Koch (peixinho) and Solanum betaceum Cav. (tree tomato), by
phosphomolybdenum complex and the reducing power methods.

Plants Phosphomolybdenum Reducing power

complex

mg BHT Equivalent/mg of sample extract

Rumex acetosa L. (leaf) 0.11 0.06
Tropaeolum majus L. (leaf) 0.30 0.07
Solanum muricatum (fruit) 0.07 0.00
Stachys byzantina K. Koch 0.36 0.28
(leaf)

Solanum  betaceum Cav. 0.11 0.04

(fruit)
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No steroids were found in the tests of the extracts of Solanum betaceum Cav. and Solanum
muricatum, and only the extract from Solanum betaceum Cav. tested positive for flavonoids.
The results were negative in the remaining tests. The percentage of antioxidant activity
determined by sequestering of the DPPH and ABTS radicals increased with increasing
concentration, thereby showing a dose-dependent effect for the five species studied. The
highest antioxidant activity was observed for Tropaeolum majus L. and Stachys byzantina K.
Koch using the phosphomolibdenum method. Of the five species of vegetables evaluated,
Stachys byzantina K. Koch presented antioxidant activity by all the methods evaluated. The

plants appeared to be devoid of essential oils.
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RESUMO

O género Amaranthus (Amarantaceas) compreende plantas que sdo consideradas como
plantas daninhas mas também s&o utilizadas na culinaria e na medicina popular. Essas plantas
sdo ricas em compostos biologicamente ativos que podem ser explorados para producdo de
bio-herbicidas. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo realizar a triagem
fitoquimica em folhas de cinco espécies de Amaranthus (A. spinosum, A. viridis, A. deflexus,
A. hybridus e A. retroflexus), assim como o efeito alelopatico do extrato etanolico obtido
sobre a germinacdo, desenvolvimento inicial e ciclo celular de plantulas/células
meristematicas do modelo vegetal Lactuca sativa L. (alface). Acidos organicos, carotenoides
e esteroides, polissacarideos, proteinas e aminoacidos, azulenos, depsideos, cumarinas e
saponinas foram identificados na triagem fitoquimica dos extratos etanolicos de pelo menos
uma das cinco espécies estudadas. As concentragdes de extrato testadas (0,25 a 4 g/L)
inibiram de forma dose-dependente a germinacao e o indice de velocidade de germinacao das
sementes de L. sativa. A maior concentracdo testada (4g/L) apresentou inibicdo superior a
95% para todas as espécies da pesquisa. Nas analises microscopicas, efeito mitodepressivo foi
observado para 0s extratos de A. spinosum, A. viridis, enquanto que os extratos de A. deflexus,
A. hybridus e A. retroflexus induziram um aumento significativo na frequéncia de células
mitéticas com alteragcBes cromossdmicas, das quais c-metafases e cromossomos aderentes
foram as mais frequentes. Nucleos condensados (NC) também foram observados como
consequéncia da exposicdo das células aos extratos, tendo aumento significativo para 0s
tratamentos com extratos de A. spinosum, A. deflexus e A. retroflexus. O extrato de A.
spinosum se mostrou 0 mais promissor para a producdo de bio-herbicidas tendo como
mecanismo inibidor do crescimento da planta a acdo sobre a proliferacéo celular.

Palavras-chave: Hortalicas ndo convencionais. Fitoquimica. Fitotoxicidade. Metabolitos

secundarios. Citogenotoxicidade.
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ABSTRACT

The genus Amaranthus (Amarantaceas) comprises plants that are considered as weeds, but are
also used as food and in folk medicine. These plants are rich in biologically active compounds
that can be exploited to produce bio-herbicides. In this sense, the present work objective to
evaluate the allelopathic effect of the ethanol extract of leaves from five species of
Amaranthus (A. spinosum, A. viridis, A. deflexus, A. hybridus and A. retroflexus) through
phytochemical screening followed by the effects on germination, initial development and cell
cycle of seedlings or meristematic cells of Lactuca sativa L. (lettuce). All the five species
studied presented organic acids, carotenoids and steroids in the ethanolic extract.
Polysaccharides, proteins and amino acids, azulenes, depsides, coumarins and saponins were
observed in extracts of at least one of the evaluated species. The extract concentrations tested
(0.25 to 4 g/L) inhibited dose-dependently the germination and the spedd index germination
of the L. sativa exposed seeds. The highest concentration tested (4 g/L) showed inhibition
higher than 95% in all extracts tested. Consequently, a significant reduction in the
development of treated seedlings was observed. In the microscopic analysis, mitodepressive
effect was observed for extracts of A. spinosum and A. viridis, meanwhile the extracts of A.
deflexus, A. hybridus and A. retroflexus induced a significant increase in the frequency of
mitotic cells with chromosomal alterations, including c-metaphases and adherent
chromosomes as the most frequent ones. Condensed nuclei (NC) were also observed as a
consequence of cell exposure to the extracts, with a significant increase for the treatments
with extracts of A. spinosum, A. deflexus and A. retroflexus.

Keywords:  Unconventional vegetables. Phytochemistry. Phytotoxicity. Secondary
metabolites. Cytogenotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A familia Amaranthaceae contem 160 géneros e cerca de 2.400 espécies, encontradas
em todos os continentes (LORENZI e MATOS, 2008). O género Amaranthus abriga espécies
de crescimento rapido que podem desenvolver-se em diferentes condi¢cdes (DYNER, 2007).
Dez destas espécies apresentam ocorréncia generalizada no Brasil e apresentam importancia
por serem plantas invasoras (SAMARTINI et al., 2016). No entanto, algumas espécies séo
cultivadas como hortalicas ou para producéo de grdos em varios paises. Além disso, algumas
espécies tém propriedades anti-inflamatéria (A. viridis), anti-diabética (A. spinosus) e
imunomoduladora (A. spinosus) comprovadas (HUSSAIN et al., 2009; GIRIJA e
LAKSHMAN, 2011; REYAD-UL-FERDOUS et al., 2015), sendo utilizadas na medicina
popular (SRAVAN et al., 2011).

O metabolismo secundario dos vegetais tem se mostrado fonte quase inesgotavel de
compostos com infinitas atividades biologicas (SANTOS et al.,, 2006). Dentro dessa
perspectiva os aleloquimicos provenientes das rotas secundarias tem sido investigados quanto
ao potencial alelopatico, em especial na capacidade de inibir a germinacdo e o
desenvolvimento de plantas (FRITZ et al., 2007). Atuando como plantas invasoras, esses
vegetais promovem a liberacdo de produtos quimicos no solo afetando, consequentemente,
outras espécies vizinhas, geralmente em detrimento deles (PRATLEY, 1996). Esse fendbmeno
fitotoxico é conhecido como alelopatia (Silva et al., 2012). A acdo da alelopatia deve-se a
substancias inibitdrias que sdo liberadas diretamente da planta para o ambiente por meio da
exsudacdo radicular, lixiviacdo e através da decomposicao de residuos vegetais (RICE, 1984).

De acordo com Inderjit e Duke (2003), estudos indicaram que a alelopatia pode ser
utilizada no manejo integrado de ervas daninhas. Tradicionalmente a busca por produtos
naturais com atividade alelopéatica tem sido realizada a partir do extrato do material vegetal
em questdo (SANTOS et al., 2012), como Lactuca sativa (alface), Solanum lycopersicum
(tomate) e Cucumis sativus (pepino) (TORRES et al., 2004) por meio de bioensaios de
germinacdo e desenvolvimento da pléantula (TUR et al., 2010). Destas, L. sativa é o
organismo-teste mais utilizado para avaliar a alelopatia de produtos naturais, pois apresenta
sensibilidade aos aleloquimicos, mesmo quando estes ocorrem em baixas concentraces
(SOUZA et al., 2007), além de ter rapida germinacdo (até 24h), desenvolvimento de radicula
e parte aérea linear (TIGRE et al., 2012). Recentemente, a possibilidade de ser aplicada como

modelo para avaliagdo microscépica, em que o efeito do extrato de interesse é avaliado sobre
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o ciclo celular, tem sido apontado como grande vantagem, pois 0s mecanismos de acdo dos
aleloquimicos também s&o levados em consideracdo (ARAGAO et al., 2015).

Em virtude dos fatos mencionados e visando contribuir com o conhecimento sobre as
propriedades de cinco espécies de Amaranthus, os objetivos desse trabalho foram realizar a
triagem fitoquimica das espécies Amaranthus spinosus L., Amaranthus hybridus L.,
Amaranthus viridis L., Amaranthus deflexus L. e Amaranthus retroflexus L, em conjunto com
a atividade alelopatica dos extratos, através de bioensaios de germinacdo, desenvolvimento

inicial da plantula e ciclo celular no modelo L. sativa.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do material vegetal e obtencdo dos extratos de Amaranthus

Folhas jovens das espécies de Amaranthus utilizadas nesse estudo foram coletadas na
colecdo de hortalicas ndo convencionais do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras no més de junho de 2014 e em seguida encaminhadas ao laboratério de
Quimica Organica - Oleos essenciais do Departamento de Quimica da mesma universidade.
As folhas foram secas em estufa, a 35°C durante 72h. Apds seco, 50 gramas do material de
cada espécie foram colocados em um baldo de 1000ml, acoplado a um condensador de
refluxo, com etanol, permanecendo em refluxo lento por 8 horas, com temperatura constante
de 80°C. Apds esse periodo, filtrou-se a mistura em um funil de Buchner e o etanol foi
evaporado em um evaporador rotatério Bichi B-114 (Bichi Labortechnik, Flawil, Suica),
obtendo o extrato de cada planta utilizado nas analises realizadas no estudo.

O material vegetal foi identificado, herborizado e os vouchers foram depositados no
Herbario da EPAMIG ou da Universidade Federal de Lavras com 0s seguintes registros:
58004 (A. spinosum), 5800 (A. viridis), 58003 (A. hybridus), 58001 (A. retroflexus) e 8821 (A.

deflexus), sendo este Ultimo o Unico que se encontra no Herbario da UFLA.
2.2 Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica para determinacdo das principais classes quimicas de
metabdlitos secundarios (acido orgénico, acuUcar redutor, polissacarideos, proteinas e
aminoéacidos, taninos, catequinas, flavonoides, glicosideos cardiacos, sesquiterpenlactonas e
outras lactonas, azulenos, carotenoides, esteroides, depsideos, derivadas de cumarina,
saponinas, alcaloides, purinas e antraquinonas) foram realizadas de acordo com o descrito por
Matos (1988) citado por Carvalho et al, (2015).

2.3 Exposicao das sementes aos extratos

Sementes de Lactuca sativa, cultivar Verdnica, foram utilizadas como planta modelo
para avaliacdo do potencial alelopatico dos extratos das folhas de espécies de Amaranthus sp.
O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), composto de
cinco repetices. Cada repeticdo era constituida por uma Placa de Petri (9cm de didmetro)
com 30 sementes. As sementes foram dispostas em papel filtro umedecido com 5mL de cada
extrato. Para cada espécie de Amaranthus testada, cinco concentragdes (0,25; 0,5; 1; 2 e 4
g/L) de extrato foram avaliadas. O controle negativo (agua destilada) foi um dos tratamentos.

Apds tratamento, as placas foram mantidas em BOD a 24° + 2°C no escuro durante todo o
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periodo do experimento (NARWAL; SAMPIETRO; CATAAN, 2008). O papel filtro foi
mantido umido por meio de regas com 0,5ml, com o0s respectivos extratos, e concentragdes,

quando necessario.
2.4 Analises Macroscopicas

O percentual de sementes germinadas foi obtido apds 8, 16, 24, 36 e 48h de exposi¢do
aos tratamentos, enquanto que o crescimento radicular e da parte aérea foi obtido com auxilio
de paquimetro digital ap6s 96h de exposicéo aos extratos de Amaranthus sp. de acordo com
Narwal et al., (2008). A partir dos dados obtidos os seguintes parametros foram avaliados:
porcentagem de germinacdo (protrusdo de radicula) apds 48h (GR), o indice de velocidade de
germinacdo (IVG), crescimento radicular (CR) e crescimento da parte area (CP), em mm,

segundo Aragdo et al., (2015).
2.5 Analises Microscopicas

Para avaliagdo da citogenotoxicidade e mecanismo de acdo dos extratos de
Amaranthus sp. as sementes de L. sativa foram expostas conforme o descrito no item 2.3 a
concentracdo referente ao 1Cso (concentracdo que inibe em 50% o crescimento radicular) de
cada extrato testado, calculado a partir da obtencdo da curva de CR (Luber et al., 2015). Apo6s
48h de exposicdo as raizes emitidas pelas sementes foram coletadas e fixadas em solucéo de
etanol:acido acético (3:1), sendo armazenadas a — 20 °C por pelo menos 24 horas.

As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento. O nlcleo e cromossomos
foram corados com reativo de Schiff (1h e 30 minutos no escuro a temperatura ambiente) e as
células foram coradas com carmin acético 2%. Cada lamina foi preparada com 2 meristemas
tratados, sendo avaliadas 10 laminas por tratamento (2 laminas de cada placa de petri). Para
cada lamina foram avaliadas 1000 celulas, totalizando 10.000 células meristematicas
observadas por tratamento.

As diferentes fases da divisdo mitdtica bem como possiveis alteragdes cromossémicas
e nucleares foram observadas e anotadas. Os seguintes parametros foram obtidos: indice
mitético (IM), frequéncia de alteracdes cromossdmicas (AC) e nucleares (AN), calculadas

segundo Aragéo et al., (2015).
2.6 Analise estatistica

Os parametros avaliados no estudo (GR, IVG, CR, CP, IM, AC e NA) foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA). Para o CR e CP foi realizada uma analise de
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regressdo. Para 0s outros parametros as médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey
(P <0,05) utilizando o programa SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Triagem Fitoquimica

Nas cinco espécies de Amaranthus sp. avaliadas a triagem fitoquimica foi realizada
para 18 classes de compostos quimicos (TABELA 1), dos quais nove ndo foram detectados
em nenhum dos extratos avaliados. Das nove classes restantes, acido organico, carotenoides e
esteroides foram observados em todos os extratos etanolicos de folhas das espécies de
Amaranthus (TABELA 1), enquanto que para os metabdlitos polissacarideos, proteinas e
aminoacidos, azulenos, depsideos, cumarinas e saponinas houve resultado positivo em
extratos de pelo menos uma das espécies de Amaranthus sp. avaliados (TABELA 1).

A. spinosus foi a Unica espécie que apresentou resultado positivo para polissacarideos
e A. hybridus foi a Unica que ndo apresentou proteinas e aminoacidos dentre seus metabolitos
(TABELA 1). A. spinosus e A. retroflexus apresentaram resultados positivos quanto a
presenca de azulenos e saponinas (TABELA 1). Referente aos depsideos, resultados positivos
foram observados para A. spinosus, A. viridis e A. deflexus. Para os derivados de cumarina, as

espeécies A. spinosus, A. hybridus e A. retroflexus tiveram respostas positivas.
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Tabela 1 - Classes de metabolitos secundarios presentes nos extratos etanolicos de
Amaranthus sp.

2 % o 2 =
. 8 2 S S =
Classe Quimica s S = = g
A T
<
Acido Organico + + + + +
Acucar Redutor - - - - -
Polissacarideos + - - -
Aminoacidos e Proteinas + - + + +
Taninos - - - - -
Catequinas - - - - -
Flavonoides - - - - -
Glicosideos Cardiacos - - - - -
Sesquiterpenlactonas e outras lactonas - - - - -
Azulenos + - - - +
Carotenoides + + + + +
Esteroides + + + + +
Depsideos + - + + .
Cumarinas e derivados + + - - +
Saponinas + - +
Alcalbides - - - - -
Purinas - - - -
Antractonas - - - - -

Avaliando a capacidade fitoquimica e antioxidante in vitro de diferentes fracbes de
Amaranthus graecizans, Ishtiaq et al. (2014) revelaram a presenca de taninos, flavonoides,
acucares, alcaléides e saponinas, mesmo que alguns desses dados tendo sido obtidos por
métodos diferentes do presente trabalho. Kraujalis et al. (2013) avaliando a atividade
antioxidante e o teor de fendlicos totais em Amaranthus por diferentes métodos constataram
maior presenca de compostos fitoquimicos nas folhas e flores dessas plantas.

De acordo com Gupta e Prakash (2009), as folhas de amaranto possuem alta atividade
antioxidante quando comparando com muitos outros vegetais convencionais. Eles também
sé&o uma boa fonte de ferro e provitamina A; sendo assim, a sua inclusdo na dieta pode ajudar
a superar varios problemas ligados a satde (SINGH et al., 2001; SHUKLA et al., 2003).

A presenca de Cumarina foi detectada nas espécies A. spinosus, A. hybridus e A.
retroflexus. Segundo Rojas et al. (1999) uma das classes desses compostos sdo encontrados na

espécie Zornia diphylla Pers, sendo esses compostos derivados do metabolismo da
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fenilalanina e que se encontram distribuidos predominantemente nas angiospermas. As
furanocumarinas, uma das classes das cumarinas, tem atraido uma atengéo especial dada a sua
fitotoxicidade, pois esses compostos fotoativados podem se inserir na dupla hélice do DNA e
ligar-se as bases pirimidicas, citosina e timina, bloqueando a transcricdo e o reparo do DNA,
provocando, ocasionalmente, a morte celular (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Outra classe de compostos fitoquimicos sdo os depsideos, sendo esses substancias
fenolicas, obtidos a partir de acetil- CoOA (HARBORNNE, 1998). Terapeuticamente, esse
grupo tém sido reconhecido por apresentar propriedades antioxidantes, antivirais,
antitumorais, analgésicas e antipiréticas (MACEDO et al., 2007).

De acordo com MARASCHIN-SILVA e AQUILA (2006), os aleloquimicos podem
apresentar acdo direta ou indireta sobre a planta alvo. Segundo os autores, alteracdes nas
propriedades e caracteristicas nutricionais do solo e também nas populacdes e/ou atividade de
organismos que habitam o solo sdo consideradas como efeitos indiretos. Os efeitos diretos,
por sua vez, sdo mais estudados e compreendem alteracGes celulares e metabolicas, incluindo
modificagdes no funcionamento de membranas, na absorcdo de nutrientes e de agua, na
atividade fotossintética e respiratoria, entre outras (RICE 1984; RIZVI et al., 1992;
REIGOSA et al., 1999). As saponinas, os taninos e os flavondides estdo entre os
aleloquimicos comumente citados como responsaveis por causarem efeitos diretos e indiretos,
podendo ser liberados em condi¢gBes naturais, ja que sdo hidrossoltveis (RICE, 1984;
FERREIRA e AQUILA, 2000).

Estudando o amarantos de palma (Amaranthus palmeri), Thilsted e Murray (1980)
comprovaram o efeito destas plantas quando incorporado residuos desta espécie no solo e
interferindo no crescimento de mudas de sorgo. Stebbing et al. (2000) comprovaram que
Amaranthus retroflexus reduziu o rendimento de beterraba em 12% e 31% em uma densidade
de plantas de 2 e 3m entre fileiras, respectivamente. Segundo Shimi e Termeh (2004), o A.
retroflexus, conhecido popularmente no Ird como “Redroot pigweed” é uma das ervas
daninhas da cultura do feijao (Phaseolus vulgaris). Rezaei et al. (2008) constataram que 0
extrato de Amaranthus produziu aleloquimicos que influenciaram na germinacao, crescimento
e peso seco de sementes de colza (Brassica napus).

Conforme Namdari et al. (2012), o uso de cultivares de feijoeiro com tolerancia
elevada a atividade alelopatica de A. retroflexus (Redroot pigweed) poderia reduzir a
necessidade de herbicidas no inicio da estacdo de aplicacdo, com controle de ervas daninhas

no final da temporada, fornecido pela competitividade da cultura.
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3.2 Efeitos Macroscopicos

Considerando a atividade dos extratos etanolicos das cinco espécies de Amaranthus sp.
testadas sobre a germinacédo e desenvolvimento inicial de plantulas de L. sativa, observou-se
uma reducdo dose-dependente na GR (FIGURA 1). Inibicdo na germinacao, em relacdo ao
controle negativo, significativa, foi observada a partir da concentragdo de 0,5 g/L para A.
retroflexus e 1 g/L para as demais espécies. Para todas as espécies foi observada inibi¢éo
acima de 80% na germinacdo de sementes de L. sativa expostas aos extratos (FIGURA 1).

Em relacdo a todos os parametros macroscopicos obtidos em testes de alelopatia (taxa
de germinacao, IVG e crescimento da plantula), a germinacéo € tida como o parametro menos
sensivel (ARAGAO et al., 2017), enquanto que o crescimento radicular (CR) e da parte &rea
(CP) sdo considerados os mais sensiveis (VALERIO et al., 2007) para a deteccdo de
toxicidade de compostos alelopéticos; ja& o IVG é diretamente afetado pelo atraso da
germinacdo, podendo contribuir para redugdes significativas no desenvolvimento da plantula.
Neste sentido, como reflexo da inibicdo da germinacdo, o IVG das sementes tratadas também
apresentou uma reducdo dose-dependente (FIGURA 1). Para o extrato de A. hydridus reducéo
significativa ja foi observada no tratamento com a menor concentracdo do extrato (0,25g/L),
enquanto que para A. deflexus e A. retroflexus reducdes significativas foram observadas a
partir da concentracdo 0,5g/L e para os demais a partir de 1g/L (FIGURA 1).

Figura 1 - Inibicdo da germinacdo de sementes de Lactuca sativa expostas por 48 h a cinco
concentragdes (0,25; 0,5; 1; 2 e 4 g/L) de extrato etandlico de cinco espécies de
Amaranthus: A. spinosus L., A. hybridus L., A. viridis L., A. deflexus L. e A.
retroflexus.
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Legenda: Barras seguidas de (*) diferiram estatisticamente (Tukey, P<0,05) do controle.
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Em relagédo ao desenvolvimento das plantulas de L. sativa sobre efeito dos extratos de
Amaranthus sp., uma dose-dependéncia na reducdo do CR e CP, com o aumento da
concentracdo dos extratos foi observada (FIGURA 2). As regides da plantula (raiz e parte
area) responderam de forma semelhante aos tratamentos (FIGURA 2). Para A. deflexus nédo
foi observado presenca de raiz e parte aérea na maior concentracao testada (4g/L).

Para as demais, crescimento radicular minimo foi observado para A. viridis; para parte
area crescimento minimo foi observado em plantulas tratadas com extrato (4g/L) de A.
retroflexus (FIGURA 2). Essas observacdes demonstram que ndo hd uma relacdo entre os
comportamentos dos diferentes pardmetros acessados para com o extrato em questdo. Neste
sentido, o extrato ou tratamento que apresenta maior inibi¢cdo na germinagdo em uma menor
concentracdo (FIGURA 1), ndo necessariamente sera o que vai apresentar maiores reducdes
no desenvolvimento da plantula (FIGURA 2).

As curvas de regressdo obtidas para o desenvolvimento das plantulas se ajustaram a
distribuicdo dos parametros observados com R? acima de 85% para o CR e 75% para CP
(FIGURA 2), sendo possivel fazer o célculo da concentracdo que inibe em 50% o
desenvolvimento da plantula modelo. Tal concentracdo € denominada como ICs (inibicdo do
crescimento em 50% em relacdo ao controle negativo) e, segundo Palmieri et al. (2014) é uma
concentracdo especialmente interessante para os estudos citogenotdxicos pois ndo é tdxica
demais, impedindo o desenvolvimento da raiz, porém é suficientemente toxica para induzir
alteracdes ao longo do ciclo mitético, permitindo a discussdo sobre 0s mecanismos de acao

dos tratamentos em questéo.
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Figura 2 - Efeitos dos extratos de Amaranthus: A. spinosus L., A. viridis L., A. deflexus L., A.
hybridus L., e A. retroflexus sobre o desenvolvimento inicial (crescimento
radicular e da parte aérea) de plantulas de Lactuca sativa.
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3.3 Efeitos Microscopicos

As avaliagOes dos efeitos citogenotdxicos de dado composto sdo realizadas nas células
meristematicas provenientes da ponta da raiz (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014) do vegetal
modelo utilizado. Logo, as concentracdes de cada extrato de Amaranthus sp. utilizadas para
fins das analises microscépicas (TABELA 2) foram calculadas a partir das equagdes obtidas
nas curvas de regresséo referentes ao CR (FIGURA 2). Com excecdo do extrato de A.
hybridus (ICso = 1,12¢/L), todas as demais espécies testadas apresentaram 1Cso em torno de
1,4g/L (TABELA 2).

Os extratos de A. spinosum e A. viridis apresentaram efeitos mitodepressivos
significativos sobre as células de L. sativa (TABELA 2). A reduco no IM (indice mitdtico)
estd relacionado com o efeito citotoxico (LEME e MARIN-MORALES, 2009) do extrato
estudado. Segundo Fiskesjo (1983) efeitos mitodepressivos acima de 50% € que remetem a
toxicidade do composto em questdo. Deste modo, apenas o extrato de A. spinosum, que
apresentou reducdo de 65% no IM é considerado citotoxico. Esta reducdo é explicada pela
diminuicdo significativa da frequéncia de células em metafase e aumento significativo das

células com nucleos condensados (NC).

Tabela 2 - Pardmetro microscépico acessado em células meristeméticas de pontas de raizes de
L. sativa ap0s exposicao de extratos etanolicos de Amaranthus sp.

Fases da Mitose (%) Total de
indice alteragOes
Tratamentos  1Cso \riatico pro MET ANA  TEL  dociclo Nucleo
cellular condensado
(%) (%)
(-) controle - 7,59 52,83 25,22 10,13 11,82 0,05 0,55
A.spinosum 144 2,71* 50,77 9,62* 18,04* 21,57* 0,22 3,634*
A. viridis 1,43 542* 5226 22,60 1547 9,66 0,66 0,664
A. deflexus 1,43 6,85 5432 22,68 12,37 10,64 0,69* 2,438
A. hybridus 1,12 6,08 56,95 15,37* 14,43 13,25 0,56* 4,036*
A.retroflexus 146 6,68 51,64 19,14 17,20 12,02 0,66* 1,528

As médias seguidas por (*) sdo significativamente diferentes do controle (p <0,05) de acordo com o
teste de Tukey. O controle (-) aplicado para o extrato de Amaratnhus sp. foi dgua destilada. I1Csy =
Concentracdo de Inibicdo (%) de 50% sobre o controle (-). PRO = profase; MET = metafase; ANA =
anafase; TEL = tel6fase.

Os NC (nucleos condensados) representam outro parametro indicador de
citotoxicidade de compostos quimicos. Eles sdo caracterizados pela heterocromatinizagao do

nacleo interfasico comum e apresentam-se na observacdo microscopica mais fortemente
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corados e menores que os nucleos em G; (FIGURA 3A). Além disso, sdo a evidéncia
citologica da ocorréncia de morte celular (ANDRADE-VIEIRA et al., 2012) em fun¢do do
efeito do tratamento.

Além do extrato de A. spinosum, os extratos de A. hybridus também apresentou
aumento significativo da frequéncia de células com NC. As saponinas presentes no extrato de
A. spinosum e A. retroflexus tem propriedade detergente podendo ligar-se a membranas
celulares, afetando o funcionamento celular, o que pode estar ocasionando a morte das celulas
(RIZVI1 e RIZVI, 1992; KOKATE, 2004).

Um dos fatores que podem levar as células a ativar os mecanismos de morte celular,
refletindo no aumento da frequéncia de NC, é a ocorréncia de danos néo reparados no DNA.
As alteracdes ao longo do ciclo mitdtico observadas, demonstram que o0s extratos de
Amaranthus testados induzem tanto quebras no DNA, que podem ser inferidas a partir da
presenca de pontes (FIGURA 3B), fragmentos (FIGURA 3C) e cromossomos aderentes
(FIGURA 3D) (FERNANDES et al., 2007), classificadas como alteragdes clastogénicas,
como interferem na ligacdo dos cromossomos ao fuso mitético (FREITAS et al., 2016),
observadas a partir da presenca de c-metafases (FIGURA 3E) células poliploides (FIGURA
3F) e cromossomos nédo orientados/atrasados/perdidos (FIGURA 3G), as quais caracterizam o
mecanismo aneugénico (LEME e MARIN-MORALES, 2009).

A frequéncia total dessas alteragcdes citadas foi significativa para os extratos de A.
deflexus, A. hybridus e A. retroflexus (TABELA 2). Aumentos em até 17,25 vezes em relacédo
ao controle foi observado nas células tratadas com extrato de A. deflexus. Para os extratos de
A. spinosum e A. viridis 0 aumento no total de alteragfes ndo foi significativo. Essas foram as
duas espécies de Amaranthus cujos extratos apresentaram reducgdes significativas no IM. A
explicacdo pode ser dada de acordo com a observacdo de Andrade et al. (2008) que afirma
que os tratamentos que diminuem a frequéncia de células em divisdo, tendem a ter menor
frequéncia de células com alteracfes ja que a observacdo da alteracdo depende da observagéo
de altos IM (indice mitotico).
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Figura 3 - Exemplo de alteragdes no ciclo celular de células meristematicas de L. sativa
expostas aos extratos de Amaranthus sp: (Al e A2) heterocromatizacdo do nucleo
interfasico dos extratos (Setas); (B) ponte em anafase; (C) fragmento (Seta); (D)
cromossomos aderentes; (E) c-metéfase; (F) poliploide; (G) cromossomo néo
orientado.

Dentre as diferentes alteracdes cromossdmicas observadas nas células meristematicas
de L. sativa tratadas (FIGURA 4), aquelas tratadas com extratos de A. viridis e A. hybridus
apresentaram todas as alteracbes observadas. A. spinosum induziu preferencialmente
alteracdes aneugénicas, sendo cromossomos nao orientados as mais frequentes, seguida de c-
metafases. Ambas alteracfes sdo relacionadas a problemas da ligagdo dos cromossomos ao
fuso mitdtico. Enquanto a c-metéafase € decorrente da auséncia do fuso (FERNANDES et al.,
2007), a qual leva a orientacédo aleatoria dos cromossomos na célula, diferente da organizacéao
na placa equatorial em uma metéafase normal, a ndo orientacdo dos cromossomos, que pode
levar a perda do mesmo em anafase/tel6fase, esta relacionada com efeito epigenético na
fosforilacdo da serina 10 da histona H3 na regido pericentromérica (FREITAS et al., 2016), a
qual € requerida para o reconhecimento do cromossomo pelo fuso.

Em células tratadas com extrato de A. viridis a aderéncia cromossdmica foi a alteracdo
mais frequente, seguida de cromossomos nédo orientados e pontes, que foram observadas em
proporcdes bem proximas (FIGURA 4). A aderéncia é uma alteragdo de efeito inicial
aneugénico (FERNANDES et al., 2007) que posteriormente pode estar relacionado com
quebras e formagdo de pontes intercromatidicas (El GHAMERY et al., 2003). Esta alteragéo é

considerada como genotoxicidade extrema do tratamento em questdo e foi observada em mais
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de 50% das celulas tratadas com extrato de A. deflexus (FIGURA 4), podendo estar
relacionado com a inibicdo da germinacdo observada nas analises macroscépicas.

Para o tratamento com extrato de A. hybridus, além da aderéncia e cromossomos nao
orientados, as pontes foram frequentes (FIGURA 4). Elas sdo consequéncia de quebras
seguida de fusdo e formagdo de cromossomos dicéntricos (LEME e MARIN-MORALES,
2009). Durante a anafase e tel6fase, cada centrdmero deste cromossomo dicéntrico se liga ao
fuso de um dos pdlos da célula. As cromatides entre os centrdmeros ficam ligadas e, portanto,
a anafase/telofase, fica com aspecto de uma ponte entre os dois polos (FIGURA 3B). Em
geral as pontes estéo relacionadas com a presenca de fragmentos, uma vez que a quebra gera
fragmentos acéntricos que ndo se ligam ao fuso e ficam a deriva no citoplasma das células
durante a divisdo (CAMPOS et al., 2008).

Além dessas alteracdes, todos os extratos induziram a formacéo de células poliploides
(FIGURA 4). As células poliploides sdo consequéncia do efeito do composto quimico no
fuso (FERNANDES et al., 2009). Quando o composto impede a formagéo do fuso mitético, o
ciclo celular continua de forma que a célula entra em G1 sem finalizar a divisdo longitudinal
dos cromossomos que ocorreria na anafase. Deste modo, ap6s a degradacdo das coesinas, que
mantinham as cromatides irmé&s unidas (ZAMARIOLA et al., 2014), cada cromatide vira uma
molécula de DNA, na ocasido da duplicacdo do DNA, antes de uma nova divisao mitética,
todas as moléculas de DNA sé&o duplicadas e assim a célula inicia a mitose com o nimero de
cromossomos duplicados. Esta alteracdo no aumento da quantidade de cromossomos €

caracterizada poliploidia.
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Figura 4 - Distribuicdo das aberracdes cromossdmicas observadas no ciclo celular de células
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4 CONCLUSOES

Os extratos etanolicos de A. spinosum, A. viridis, A. deflexus, A. hybridus e A.
retroflexus apresentam, acido organico, carotenoides e esteroides dentre seus compostos
metabolitos além de polissacarideos, proteinas e aminoacidos, azulenos, depsideos, cumarinas
e saponinas, 0s quais a presenca depende do extrato em questéo.

O efeito sinergistico desses metabdlitos apresenta atividade alelopatica no modelo L.
sativa com fitotoxicidade expressiva, atuando, principalmente na ligacdo dos cromossomos
com o fuso mitético, impedindo a divisdo celular. A. spinosum, que apresenta todas as classes
de compostos quimicos observadas nos extratos, mostra-se a espécie mais promissora para
futuras investigacbes sobre a possibilidade de criagdo de bio-herbicidas a partir dos

compostos de seu metabolismo secundario.
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