BEATRIZ GONCALVES BRASILEIRO

GERMINACAO E PRODUCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM
PLANTAS DE Talinum triangulare (Jacq.) Willd (PORTULACACEAE)
TRATADAS COM HOMEOPATIA

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduacdo em Fitotecnia, para
obtencdo do titulo de Doctor
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Ficha catalogrifica preparada pela Seciio de Catalogacio e

Classificaciio da Biblioteca Central da UFV

B823g
2010

Brasileiro, Beatriz Gongalves, 1961-

Germinagiio e produgio de compostos fendlicos em
plantas de Talinum triongulare (Jacq.) Willd (Portulacaceae)
tratadas com homeopatia / Beatriz Gongalves Brasileiro.
—Vigosa, MG, 2010.

x1, 1231 : il (algumas col) ; 29cm.

Orentador: Vicente Wagner Dias Casali.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inchui bibliografia.

1. Talinum triangulare. 2. Talinum triangulare - Anatomia.
3. Talinum triangulare - Semente - Germinaciio. 4. Fendis.
5. Flavonoides. 6. Plantas medicinais. 7. Homeopatia.
I. Universidade Federal de Vigosa. I1. Titulo.

CDD 22. ed. 633.88353




BEATRIZ GONGCALVES BRASILEIRO

GERMINAGAO E PRODUGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM
PLANTAS DE Talinum triangulare (Jacq.) Willd (PORTULACACEAE)
TRATADAS COM HOMEOPATIA

Tese apresentada & Universidade
Federal de Vicosa, como parie das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduagido em Fitotecnia, para
obtencdo do titulo de Doctor
Scientiae.

APROVADA: 16 de margo de 2010.

T I .\ '
- A - 2 :
/Q/q,p é/ raoa 41/7é‘ M%\

Prof. Joad Paulo Viana Leite Prof. Denise C. F. dos Santos Dias
(Coorientador) (Coorientadora)

Prof®. Fernanda M. C. Andrade Prof®. Marilia Contin Ventrella

\)W O Loacdy
Prof. Vicente Wagner Dias Casali
(Orientadar)




"A percepcao do desconhecido € a mais fascinante das experiéncias. O
homem que néao tem os olhos abertos para o misterioso passara pela vida
sem ver nada".
Albert Einstein

Aos meus filhos Laura e Vitor, e & minha sobrinha Olivia
Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus, principio e fim do universo, que me concedeu a vida e me
permitiu trabalhar com o misterioso e encantador mundo das plantas, na
busca da melhoria da vida humana.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Fitotecnia
pela oportunidade de realizar o curso.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPQ), pela bolsa de estudo.

Ao Professor Vicente Wagner Dias Casali, pela orientacdo, pelos
ensinamentos, pelos conselhos, pela confianca e principalmente pela
liberdade na conducéo dos trabalhos.

Ao Professor Jodo Paulo Viana Leite pela co-orientacdo, amizade e
pelos ensinamentos e sugestdes que engrandeceram este trabalho.

A Professora Denise Cunha F. dos Santos Dias pela co-orientagéo,
amizade e apoio durante a realizacdo do curso.

A Professora Marilia Contin Ventrella pela amizade, pelas
contribuicGes e por fazer parte desse momento importante da minha vida.

Ao Professor Paulo Roberto Cecon, pelo valioso auxilio nas analises
estatisticas deste trabalho.

A toda familia do LDI (Laboratério de Desenvolvimento Infantil) e LDH
(Laboratério de Desenvolvimento Humano) por terem cuidado do meu filho
Vitor durante trés anos, dando-me tranquilidade no decorrer deste curso.

Ao Ribeiro, Domingos e Sr. Quiquinho, pela boa vontade em ajudar

sempre.



Aos estudantes Marcio, Douglas, Isabela, Breno, Cibele e todos os
estagiarios do Laboratério de Biodiversidade, do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, pela ajuda e boa convivéncia durante os
trabalhos.

A minha ex-aluna e amiga Joseane Bessa, pela imensa ajuda nos
trabalhos de anatomia vegetal.

As colegas de curso Débora, Michele, Daniele, Camila, Maristela,
Elaine, Livia, Susana pela rica convivéncia e por me fazer recordar como é
bom ser estudante.

A Fernanda, Rosana, Elen e Viviane pela grande ajuda e pelas
valiosas opinides sobre o trabalho.

As minhas amigas Dinas (Silvinha, Maria Lina, Débora, Rita Ferreira,
Rose, Dete, Cristina, Rita Maria e Angela) pela amizade “jurassica” e pelos
valiosos momentos de descontragdo que tornaram tudo mais facil.

A Maria Carmem Bhering, grande amiga e companheira de todas as
horas, pela ajuda e apoio em todas as fases do doutorado.

A Virginia Ramos Pizziolo e Joana Germano pela amizade e pela
cumplicidade nos momentos que necessitei.

A minha mae, pela grande ajuda e apoio no retorno a Vigosa.

A minha sobrinha lara, que mesmo distante, sempre torceu por mim.

A minha sobrinha e afilhada Olivia, pela importante presenca em
minha vida, pela alegria e pela ajuda durante o Doutorado.

Ao meu esposo Brasileiro, meus filhos Laura e Vitor, estimulo
constante e razdo de mais uma batalha vencida.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para esta vitoria, aos

quais agradeco e compartilho a minha alegria e a satisfacdo deste momento.



BIOGRAFIA

Beatriz Gongalves Brasileiro, filha de Orlando de Paula Gongalves e
Maria Pompéia Fontes de Paula Goncalves, nascida em Vigosa, Minas
Gerais, em 24 de outubro de 1961.

Em marco de 1980 iniciou sua graduacdo em Agronomia pela
Universidade Federal de Vigosa concluindo em dezembro de 1984.

Iniciou o Mestrado em Fitotecnia na Universidade Federal de Vigcosa
em marco de 1985 concluindo em agosto de 1988.

Em maio de 2006 iniciou o curso de Doutorado em Fitotecnia na

Universidade Federal de Vigosa concluindo em marco de 2010.



SUMARIO

Pagina

RESUMO ... viii
AB ST RACT .. X
INTRODUGAO GERAL......ocoueiteiteetecte ettt ettt ettt ste e e, 1
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......coiiiiiiieirieieienesis e 3
CAPITULO | — Temperatura e tratamentos pré-germinativos na germinacao
de sementes de Talinum triangulare (Jacq.) Willd (Portulacaceae)............... 7
1. INTRODUGAO .....ooiiieieeee ettt naeare s 7
2. MATERIAL E METODOS ......cuiiiiiteeeecte et ete e ern e 12
2.1. Determinacéo da curva de embebicao...........ccccoevveiiiiiiiiiiinnnnn. 13

2.2. Avaliagdo dos efeitos da temperatura e do substrato na
GEIMINAGAD ..o eiieieiee e 14

2.3. Avaliacao dos efeitos de tratamentos pré-germinativos............. 15

3. RESULTADOS E DISCUSSAO........ccooeiieiiieieeieeeeeieeiee e 16
3.1. Efeito datemperatura e do substrato na germinacao................ 17

3.2. Efeito dos tratamentos pré-germinativos.................eeeeeeeeeeeeennnee. 20

4. RESUMO E CONCLUSOES .......ci ettt 25
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coveiveieeeeee e 27
CAPITULO Il — Caracterizacdo anatdbmica e composi¢cdo mineral de Talinum
triangulare (Jacq.) Willd (Portulacaceae)..........ccouvvveevviiieeeeeieeeeiciee e 37
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt etsste e srn e 37
2. MATERIAL E METODOS ......ouiiiiiteeeecte e ee et ete e ern s 41
2.1. Caracterizagao anatOhmiCa ...........ucvveeeeeeeeeeiiiiiiiiee e e e e e eeeeeeeas 41

2.2, COMPOSIGAO MINEIAl .....ccoeiiiiiiiiiiiii 42

3. RESULTADOS E DISCUSSAO........ccoooiieiiieieeieeeeeeeieee e 43
3.1. Caracterizacdo anatbmica da folha...........cccccceeeeieeeiiiiieeiiiin. 43

3.2. Caracterizacdo anatdmica do caule...........cccoeeeevviveiiiiiiiinneeennn. 46

3.3.  CompOoSICAO MINETal .......ccceieieieiiiiee e 46

4, RESUMO E CONCLUSOES .......cooiiiiieiciii et 52
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ccveiieeeeeeeeeeeeeeee e 54

Vi



CAPITULO Il — Efeito da homeopatia Phosphorus na producdo de
flavondides em plantas de Talinum triangulare (Jacq.) Willd, em duas épocas

de plantio € de COINEIta .........coviiiiiiiii e 62
1. INTRODUGAO ..ottt ettt ettt ets e san e 62
2. MATERIAL E METODOS .....ooiitiiitie ettt 67

2.1. Conducao do eXpPeriMeNntO .........uuuiieeeeeeeeiieiiiiiee e e e e e e eeeeaee s 67
2.2. Delineamento experimental ............ccoooeiiiiiiiiiiiiineeeeeeceeeeiin 67
2.3. Preparo das solugdes homeopaticas...........cccceeeeeeeeeeeeieeeeeeeeen. 68
2.4. Aplicacio dos tratamentos...........ueieeeeeeeeeeeiiiiiee e 68
2.5.  Analise DIOMEtrCa........ccooveeiiiiii 69
2.6. Quantificacdo de flavonoides..........cccoeeevviiiiiiiiiiiee e, 69
3. RESULTADOS E DISCUSSAO. ...t et 71
3.1, Analise DIOMELICA.......ccooviiiiiiii 71
3.2. Analise do teor de flavonoide...........cccceeiiiiiii 76
4. RESUMO E CONCLUSOES .....cocoiiiieieiiieeieieiee e 82
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coviiveeeeeeeeeeeee e 84

CAPITULO IV — Fendlicos totais e atividade antioxidante de Talinum

triangulare (Jacq.) Willd ..........eiieieeieee e 96
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ete st eassre e srnaneas 96
2. MATERIAL E METODOS .....ooiitiiiieeeeeee e 100

2.1. ODbtengao das amOSHIaS ........cccouiiiiiiiiiiiiiiie e 100
2.2. Quantificacdo de fendlicos totais nas amostras vegetais......... 101
2.3. Curva de calibragdo dos fendlicos totais............ccccceeeeeeeeeeenn.n. 101
2.4, Atividade antioXidante...........cccceeeiiiiiiiii 102
2.4.1. Preparacao d0S eXtratoS.............uueeeeeereeeeemereeeeeeeeeeeeeeeeenes 103
2.4.2. Determinacéo da concentracao eficiente (CEsp)............... 103
2.4.3. Teste antioXidante...........uuuuereeeiiiieiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeees 103

3. RESULTADOS E DISCUSSAO.......cuiieeee e, 105
3.1. Quantificacdo de compostos fendlicos..........ccceevveevvviieiiinnnnnnnn. 105
3.2. Determinagao da CEsp......ccuuvuuiiiiieeiiiiiiiiiiiine et 109
3.3.  Atividade antioxXidante...........ccccceevieeiiiiiiiii 109
4. RESUMO E CONCLUSOES ..ottt 112
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..., 113

vii



RESUMO

BRASILEIRO, Beatriz Gongalves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
marco de 2010. Germinacdo e producdo de compostos fendlicos em
plantas de Talinum triangulare (Jacq.) Willd (Portulacaceae), tratadas
com homeopatia. Orientador: Vicente Wagner Dias Casali. Coorientadores:
Denise Cunha F. dos Santos Dias e Jodo Paulo Viana Leite.

Talinum triangulare (Jacq.) Willd (Portulacacea), espécie brasileira de
ciclo anual, € utilizada na alimentacdo humana e na medicina tradicional
como laxante, cicatrizante e no tratamento de sarampo e diabetes.
Encontrada em ambientes tropicais, adapta-se bem ao clima quente e
umido, e a baixa fertilidade do solo. A espécie propaga-se por sementes e
cresce de forma espontanea principalmente em lavouras perenes, terrenos
baldios, sendo considerada, nestas situa¢cdes, como planta invasora. O
objetivo deste trabalho foi estudar a espécie Talinum triangulare
descrevendo sua anatomia, composicdo mineral, caracterizando a
germinacao das sementes, avaliando a producédo de flavondides em plantas
tratadas com Homeopatia, bem como testar a capacidade antioxidante do
extrato da planta. A caracterizacdo anatdomica da folha e do caule e a
composicdo mineral das folhas foram feitas seguindo técnicas e
procedimentos usuais. No estudo da germinacao das sementes avaliaram-se
guatro temperaturas (constantes de 20, 25, 30°C e alternada de 20-30°C),
dois tipos de substrato (sobre papel e entre papel) e cinco tratamentos pré-
germinativos: imersédo em solucédo de hipoclorito a 6% (1 hora); imersdo em
agua (24 horas); imersdo em solucdo de nitrato de potassio a 0,2% (24
horas); imersdo em solugéo de giberelina 0,05% (24 horas) e testemunha
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(sementes sem tratamento prévio). Na avaliacdo do efeito da homeopatia
Phosphorus foram conduzidos experimentos em duas épocas (inverno e
verao), instalados em parcelas subdivididas, tendo nas parcelas a época de
plantio e nas subparcelas as épocas de colheita (30 e 60 dias apds o inicio
da aplicacdo dos tratamentos), no delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticbes. Os tratamentos constaram da aplicacdo da
homeopatia Phosphorus (3CH, 6CH, 12CH, 30CH, 100CH) e testemunha
(dgua dinamizada). Foram determinadas as seguintes variaveis: altura de
planta, niUmero de ramos, peso da massa fresca, peso da massa seca € 0
teor de flavondide, estabelecido por técnica espectrofotométrica. O mesofilo
da folha de T. triangulare tende a ser dorsiventral, com parénquima lacunoso
composto por células hipertrofiadas e idioblastos contendo drusas de oxalato
de calcio. Na porcdo apical, o caule tem secdo transversal triangular e
estrutura eustélica, com feixes colaterais delimitando a medula e a regiéo
cortical, que é composta por células parenquimaticas volumosas. A porgéo
subepidérmica € caracterizada por uma camada de colénquima angular e
epiderme uniestratificada com poucos estdmatos. Na por¢cao basal, o caule
apresenta formato circular, cerca de quatro camadas de colénquima angular
e células parengquiméaticas volumosas limitando internamente o cortex. A
composicao mineral das folhas indicou alto contetudo de nitrogénio, potassio,
magneésio e ferro. A maior porcentagem de germinacao das sementes de T.
triangulare foi verificada na temperatura alternada 20°C/30°C e a imersao
das sementes em KNO3z proporcionou as melhores respostas de
porcentagem e indice de velocidade de germinacdo (IVG), diferindo
significativamente dos outros tratamentos, a excecdo do tratamento de
imersdo em agua, que ndo houve diferenca significativa. A biossintese de
flavondides foi influenciada pela época de plantio e de colheita das plantas,
cujo menor teor foi verificado no periodo de verdo em plantas colhidas aos
60 dias. A homeopatia Phosphorus nas dinamiza¢bes 3CH, 12CH e 30CH
exerceram efeito significativo, atuando no equilibrio e aumentando o teor de
flavonoides em plantas cultivadas no verdo e colhidas aos 60 dias. O extrato
metandlico de T. triangulare apresentou atividade antioxidante determinada
pelo método do DPPH.



ABSTRACT

BRASILEIRO, Beatriz Gongalves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March, 2010. Germination and production of phenolic compounds in
plants of Talinum triangulare (Jacg.) Willd (Portulacaceae), treated with
homeopathy. Adviser: Vicente Wagner Dias Casali. Co-Advisers: Denise
Cunha F. dos Santos Dias e Jodo Paulo Viana Leite.

Talinum triangulare (Jacq.) Willd (Portulacaceae), a Brazilian specie of
annual cycle, is used as food and in traditional medicine as a laxative,
healing and in the treatment of measles and diabetes. Found in tropical
environments, it is well adapted to hot and humid climate, and low soil
fertility. The specie spreaded by seed and grows spontaneously, especially in
perennial crops, uncultivated land, being considered in these situations, like
weed. The objective was to study T. triangulare describing its anatomy,
mineral composition, characterizing seed germination by assessing the
production of flavonoids in plants treated with homeopathy, as well as to test
the antioxidant capacity of plant extract. Anatomical characterization of leaf
and stem and leaf mineral composition were made following the usual
procedures and techniques. In the study of seed germination it was
evaluated four temperatures (constant 20, 25, 30° C and 20-30° C), two
types of substrate (paper and between paper) and five pre-germination
treatments: immersion in hypochlorite solution 6% (1 hour), immersion in
water (24 hours), immersion in a solution of potassium nitrate 0.2% (24
hours), immersion in a solution of gibberellin 0.05% (24 hours) and control
(seeds naive). In evaluating the effect of homeopathy Phosphorus

experiments were conducted in two seasons (winter and summer), installed



in plots, and plots the planting season and split the harvest period (30 and 60
days after initiation of treatment application ), in a completely randomized
design with four replications. The treatments consisted of application of
homeopathy Phosphorus (3CH, 6CH, 12CH, 30CH, 100CH) and control
(water energized). It was determined the following variables: plant height,
number of branches, fresh weight, dry weight and content of flavonoid,
determined by spectrophotometric method. The mesophyll of the leaf of T.
triangulare tends to be dorsiventral, with spongy parenchyma cells composed
of hypertrophied and idioblasts containing calcium oxalate druse. In the
apical portion, the stem has a triangular cross section and structure eustele
with collateral bundles delimiting the medulla and cortical region, which is
composed of parenchyma cells bulky. The subepidermal portion is
characterized by a layer of angular collenchyma and epidermis with few
stomata. In the basal portion, the stem has a circular shape, about four layers
of angular collenchyma and parenchyma cells bulky internal boundary of the
cortex. The mineral composition of leaves showed a high content of nitrogen,
potassium, magnesium and iron. The highest percentage of germination of
T.triangulare seeds was observed by alternating temperature 20-30 <.
Soaking the seeds in KNOj3 resulted in best percentage and germination
speed index, differing significantly from other treatments, except dipping in
water, there was no significant difference. The biosynthesis of flavonoids is
influenced by the time of planting and harvesting of plants, whose lowest
level was recorded during the summer in plants harvested at 60 days.
Phosphorus homeopathy in dinamizations 3CH, 12CH and 30CH consistent
significantly effect on balance and increasing the content of flavonoids in
plants grown in summer and harvested at 60 days. The methanol extract of

T. triangulare showed antioxidant activity determined by DPPH method.
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INTRODUCAO GERAL

O uso de produtos naturais obtidos de plantas medicinais tem
aumentado em todo o planeta na Ultima década, fato que pode ser
evidenciado quando se considera que nos paises industrializados, 45% dos
produtos farmacéuticos provém de produtos naturais, como por exemplo, as
plantas medicinais (VILEGAS; CARDOSO, 2007, MARIATH et al., 2009). Por
outro lado, a obteng&o de novos farmacos a partir de substancias totalmente
sintéticas implica em elevados custos de pesquisas e desenvolvimento,
engquanto medicamentos originados de plantas medicinais sdo desenvolvidos
em menor tempo com custos muitas vezes inferiores aos sintéticos
(DEVIENNE et al., 2004).

As potencialidades de uso das plantas medicinais encontram-se longe
de estar esgotadas, afirmacdo comprovada pelos novos paradigmas de
desenvolvimento econdmico baseados nos recursos renovaveis. Novos
conhecimentos e novas necessidades certamente encontrardo, no reino
vegetal, solugbes, por meio da descoberta e do desenvolvimento de
fitoterapicos com maior eficiéncia de acdo (SCHENKEL et al., 2003).

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de
alguns de seus constituintes, tais como flavonoides, alcalbides, triterpenos,
sesquiterpenos, taninos, ligninas, etc, tem sido objeto de incessantes
estudos, onde j& foram comprovadas muitas ac¢Bes farmacologicas
(CECHYNEL FILHO; YUNES, 1998).

Na pesquisa de novos farmacos, produtos do metabolismo secundario

como os flavonoides vém sendo estudados por possuirem diversas



atividades biolégicas  tais  como, antiinflamataria, antitumoral,
anticarcinogénica, antiaterosclerdtica e antiviral (ZUANAZZI; MONTANHA,
2004). Recentemente, o interesse pelos beneficios dos polifendis,
principalmente os flavonoides, tém aumentado pela sua capacidade
antioxidante (PIETTA, 2000).

O metabolismo secundario responde as condi¢cdes impostas no
crescimento das plantas, expressando reacfes fisioldogicas com vistas a
homeostase. Assim, compostos bioativos das plantas medicinais variam de
concentracdo nos tecidos em resposta ao gendtipo e ao ambiente. O
aumento no teor de compostos bioativos significa incremento no valor
terapéutico da espécie, valorizando a planta como matéria prima da industria
farmacéutica (DUARTE, 2003).

Estudos demonstram que a homeopatia atua na auto-regulacao das
plantas (principio vital) melhorando a defesa natural, além de proporcionar
incremento no teor de compostos bioativos (ANDRADE, 2000; DUARTE,
2003). A utilizacdo da homeopatia na agricultura consta de Instrucéo
Normativa (BRASIL, 1999) e estudos tem comprovado sua a¢édo benéfica no
controle de pragas (ALMEIDA et al., 2003), doencas (KHANNA; CHANDRA,
1983), na propagacéao vegetativa (BONFIM et al., 2008), na germinacao de
sementes (HAMMAN et al., 2003), no aumento de metabdlitos secundarios
bioativos (DUARTE, 2007) e no aumento da taxa de crescimento e
produtividade (CASTRO, 2002).

A importancia medicinal, econdmica e ecoldgica de espécies nativas
brasileiras, bem como o risco de sua extincdo pela acdo predatoria do
homem, tem motivado os estudos destas plantas, visando sua preservacao e
aproveitamento racional (SOUSA et al., 2008).

Talinum triangulare, espécie nativa geralmente encontrada em
ambientes tropicais, adapta-se bem ao clima quente e Umido, e a baixa
fertilidade do solo. E usada na alimentagédo, em paises do oeste e centro da
Africa, principalmente pelo seu valor nutricional e baixo custo, sendo
cultivada na Nigéria e em Camardes (FASUYI, 2007). No Brasil, as folhas
sao consideradas hortalica sendo utilizada principalmente na regido norte e

nordeste onde é consumida refogada, em omeletes, sopas e farofa (BRASIL,



2002). Na medicina tradicional, T. triangulare € usada no tratamento de
sarampo, diabetes (FONTEM; SCHIPPERS, 2004) e como laxante (AGRA et
al., 2008). As folhas mucilaginosas sao emolientes, sendo empregadas no
tratamento topico de feridas, favorecendo a cicatrizacdo (MORS et al.,
2000).

Plantas que eventualmente possam despertar interesses na producéo
de compostos com propriedades terapéuticas carecem de pesquisas e de
estudos com fins de preservacgao, cultivo e validacdo farmacogndstica. A
bioprospeccéo do extrato etandlico de caule e folhas de Talinum triangulare
revelou a presenca de flavonoides, alcaldides, cumarinas, triterpenos,
esterdides (RONCHI et al.,, 2007) e saponinas na raiz (KOHDA, 1992),
justificando a necessidade de se avaliar o potencial medicinal desta espécie.

Desta forma, tendo em vista o potencial alimentar e medicinal, o
objetivo deste trabalho foi estudar a espécie Talinum triangulare,
descrevendo sua anatomia, composicdo mineral, caracterizando a
germinacao das sementes, avaliando a producédo de flavonoides em plantas
tratadas com Homeopatia, bem como testar a capacidade antioxidante do
extrato da planta.
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CAPITULO |

TEMPERATURA E TRATAMENTOS PRE-GERMINATIVOS NA
GERMINACAO DE SEMENTES DE Talinum triangulare (Jacg.) Willd
(PORTULACACEAE)

1. INTRODUCAO

A importancia medicinal, econdmica e ecoldgica de espécies nativas
brasileiras, bem como o risco de extingdo pela acdo predatoria do homem,
tem motivado estudos destas plantas, visando preservacdo e
aproveitamento racional. Entretanto, somente pequena parte das espécies
medicinais tem sido apropriadamente estudada. Associada a pequena
disponibilidade das plantas medicinais esta a falta de eficientes e praticos
métodos de producdo, onde estudos relacionados a germinagdo das
sementes sao fundamentais na exploragéo sustentavel destas espécies.

No contexto do biociclo vegetal, a germinag&o constitui uma das fases
mais importantes e limitantes do desenvolvimento, sendo caracterizada por
processos de natureza complexa, dependentes de fatores como
temperatura, luz, agua, reguladores vegetais e composicdo de gases na
atmosfera (BEWLEY; BLACK,1994).

Talinum triangulare (Jacg.) Willd, cujas sinonimias sdo Portulaca

triangularis Jacq, Portulaca racemosa L., Talinum crassifolium (Jacg.) Willd.,



e Talinum mucronatum Kunth.(LORENZI, 2000), € usada na alimentac&o
(FONTEM; SCHIPPERS, 2004; FASUYI, 2007; FASUYI, 2006; BRASIL,
2002) e na medicina tradicional (AGRA et al., 2008, LORENZI; MATOS,
2002). Espécie anual, ereta, herbacea, carnosa, totalmente glabra, com
folhas simples e suculentas, atinge 40-60 cm de altura, sendo conhecida no
Brasil como beldroega-gratida, major-gomes, lustrosa grande, maria-gorda,
erva-gorda entre outros nomes comuns. Cresce naturalmente em florestas e,
preferencialmente, em terras aradas, sendo que sua producdo na Nigéria
est4 em torno de 18-23 ton. ha™ (LUCAS, 1988).

A espécie se reproduz por semente, e como estratégias de
disseminacao destacam-se a dispersdo pelo vento e a grande producéo de
sementes (KISMANN; GROTH, 1999). Estas sdo produzidas
abundantemente em cépsulas amarelas, de 5-7 mm, que quando maduras,
explodem dispersando as sementes pequenas e numerosas, de coloragao
castanho-avermelhada em estadio imaturo e preta quando maduras
(KISMANN; GROTH,1999). Outra estratégia de sobrevivéncia seria
provavelmente a dorméncia, fendmeno que distribui a germinacdo das
sementes no tempo.

Alguns autores admitem que as sementes de T. triangulare possam
ter dorméncia devida ao tegumento, que presumivelmente é impermeavel a
agua e/ou gases (AGBLE, 1970; FAWUSI, 1979). Segundo Agble (1970), a
dorméncia das sementes de T. triangulare pode ser parcialmente quebrada
pelo tratamento com luz continua e temperatura 20-22 °C, sendo que a
germinacao de todas as sementes foi obtida quando se fez um pequeno
orificio no tegumento, mesmo quando as sementes foram germinadas no
escuro (FAWUSI, 1979). Resultados obtidos por Nwore (1982) confirmam a
importancia da luz na germinacéo das sementes de T. triangulare.

Pouco se conhece sobre os aspectos fitotécnicos, visto que a espécie
ainda ndo é domesticada nem cultivada em escala comercial no Brasil. A
presenca de metabdlitos secundéarios de importancia farmacol6gica mostra o
potencial de exploracdo econdmica desta espécie (AMORIM et al., 2006;
RONCHI et al., 2007), mas esta exploracdo somente se tornara factivel com
o estabelecimento de sistema de exploracdo sustentavel, que preserve a

diversidade genética da espécie, com boa rentabilidade.



Vérias técnicas tém sido propostas com o objetivo de reduzir o tempo
entre a semeadura e a emergéncia das plantulas de muitas espécies, pois a
germinacdo de espécies ndo domesticadas € dependente de fatores como
luz, temperatura, substrato, dentre outros. As exigéncias da maioria das
sementes de plantas silvestres, incluindo a espécie T. triangulare, ainda nao
sdo bem conhecidas, tornando-se necessario o estudo de técnicas capazes
de acelerar e uniformizar a germinacao.

Sementes de espécies ndo domesticadas, de modo geral, apresentam
algum tipo de dorméncia (LU et al., 2006; STANDIFER; WILSON, 1988). No
entanto, cada espécie tem sua forma de manifesta-la e desenvolvé-la
durante a formacéo da semente ou mesmo adquiri-la em razéo de condi¢des
inadequadas a germinacdo (BEWLEY; BLACK, 1994).

Diversos fatores afetam o nivel de dorméncia de sementes de
espécies silvestres. Estudos dessa natureza tém sido realizados
principalmente em espécies de clima temperado e tém apontado como
principais estimulantes: a luz (OM et al., 2003), as temperaturas alternadas
(PEKRUN et al., 1997; CARMONA; MURDOCH, 1996) e o nitrato de
potassio (CHAUHAN et al., 2006; ZHOU et al., 2005).

Bewley e Black (1994) afirmam que a temperatura regula a
germinacao, especialmente por alterar a velocidade de absorcdo de agua,
bem como por modificar a velocidade das reacdes quimicas,
desencadeando o desdobramento, o transporte de reservas e a sintese de
novas substancias essenciais ao desenvolvimento inicial da plantula, e que
dependem da atividade de sistemas enzimaticos complexos. Embora a
germinacao ocorra em ampla faixa térmica, o tempo necessario a maxima
germinacdo varia com a temperatura, que pode influir no processo de
germinacao, determinando a capacidade e taxa de germinacgéo, superando a
dorméncia primaria e/ou secundaria ou induzindo a dorméncia secundaria
(MALAVASI, 1988).

A temperatura 6tima de germinacéo pode variar em funcdo da regido
de origem e da condicdo fisiolégica da semente como o estadio de
maturacdo e vigor. A temperatura Otima de germinacdo requerida pela
maioria das espécies tropicais encontra-se entre 20 e 30°C e a maxima entre
35 e 40°C (MARCOS FILHO, 2005). Muitas espécies ainda néao

domesticadas requerem flutuacdo diaria de temperatura para germinar



(SILVA et al., 2002), uma vez que a alternancia de temperatura corresponde
a adaptacdo da espécie as flutuacdes naturais do ambiente (BORGES;
RENA, 1993). A flutuag&o térmica pode quebrar a dorméncia ou acelerar a
germinacdo em sementes ndo dormentes. Entretanto, é dificil quantificar as
respostas, pois, dependem do tempo de exposi¢do, magnitude de variagcédo
entre os valores maximos e minimos, numero de ciclos de exposi¢do, dentre
outros fatores. Em algumas espécies, a alternancia de temperatura pode
substituir o efeito da luz na germinacédo além de alterar a estrutura da casca
(ZAIDAN; BARBEDO, 2004).

Além da temperatura, outros fatores interferem na germinagdo das
sementes, com destaque o equilibrio hormonal do embrido e a
permeabilidade do tegumento. Esses fatores podem atrasar o inicio do
processo germinativo das sementes que permanecem por periodo maior no
solo, mantendo assim o respectivo banco de sementes. Porém, esse
aspecto pode ser impecilho quando o objetivo € a propagacao e a producéo
de mudas (MARCOS FILHO, 2005).

Alguns tratamentos podem ser utilizados com o objetivo de estimular,
antecipar, acelerar ou uniformizar a germinacéo das sementes dormentes ou
imaturas. Os tratamentos comumente utilizados consistem na imersao das
sementes em agua a temperatura ambiente ou quente por tempos variados,
imersdo em acido giberélico em varias concentracées associado ou ndo com
citocinina, KNO3; e escarificagdo mecanica ou quimica. (BRASIL, 1992,
ZAYAT; RANAL, 1997; MUNDIM; SALOMAO, 1999; FERREIRA et al., 2001;
STENZEL et al, 2003). Os reguladores vegetais podem ter acgéo
estimuladora ou inibitoria e inUmeros trabalhos tém demonstrado o papel das
giberelinas no processo germinativo e no posterior estabelecimento da
plantula (HILHORST; KARSSEN, 1992). As giberelinas atuam na quebra da
dorméncia, promovendo o silenciamento de genes envolvidos na sua
manutencdo (KOORNNEEF et al., 2002) e também na sintese de enzimas
envolvidas na mobilizacdo de reservas necessarias ao alongamento do
embrido e no enfraquecimento dos tegumentos (endo-B-mananase), eventos
relacionados principalmente a protrusdo da radicula (BEWLEY, 1997). A
giberelina foi utilizada com sucesso na germinacdo de espécies medicinais
como Egletes viscosa (BEZERRA et al., 2006), Porophyllum lanceolatun
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(FELIPE; LUCAS, 1971), Smilax japicanga Griseb (SANTOS et al., 2003) e
Echinacea angustifolia (MACCHIA et al., 2001).

A imersdo das sementes em agentes quimicos como hipoclorito de
sédio, 4cido nitrico, nitrato de potassio e agua oxigenada € pratica comum,
usada no estimulo da germinacdo (ZAYAT; RANAL, 1997). Essas
substancias podem atuar em varios processos do metabolismo das
sementes, como Nnos processos oxidativos, no ciclo das pentoses e na
respiracdo (ZAIDAN; BARBEDO, 2004). Trabalhos realizados por Meireles
(2007) mostraram que a pré-embebicdo das sementes de cafeeiro em
solucdo aquosa de hipoclorito de sédio, contendo 5,0% de cloro ativo,
durante 6 horas, foi eficiente na degradacdo do pergaminho sem causar
danos ao embrido, proporcionando percentagem e velocidade de
germinacao semelhante a remocao manual do pergaminho.

Alguns casos de dorméncia em sementes podem ser contornados
pela aplicacdo de substancias com o radical NO3™ (nitrato) ou o NO;™ (nitrito).
Neste caso, o uso de KNOjs; é recomendado e seu efeito ocorre
principalmente em espécies onde a dorméncia é devida a ocorréncia de
substancias fixadoras de oxigénio localizadas no envoltério da semente,
como ocorre em espécies de gramineas (CARVALHO; NAKAGAMA, 2000).
O KNOgs; foi recomendado na aceleracdo da germinagcdo em sementes de
espécies medicinais como Erechtites valerianaefolia (ZAYAT; RANAL, 1997),
Hyptis floribunda (GONZALEZ et al., 1997) e Pyrostegia venusta (SCALON
et al., 2008). Em mamao, a pré-embebicdo das sementes em solugédo de
KNOs3 1M acelerou a germinagédo (FURUTANI; NAGAO, 1987). Viggiano et
al. (2000) verificaram aumento na germinacdo a medida que aumentou o
tempo de imersdo das sementes em solucdo de KNO3 1M de zero para 60
minutos.

Em condicbes de laboratorio, a simulacdo dos fatores que atuam
sobre a germinagédo pode contribuir na compreensao dos mecanismos de
dorméncia da espécie e o estudo destes processos, em geral, envolve a
avaliacdo da porcentagem e velocidade de germinagdo (SMIDERLE et al.,
2003; CRUZ; CARVALHO, 2006).

Devido a caréncia de informacdes, este trabalho foi conduzido com o
objetivo de avaliar os efeitos da temperatura e de tratamentos pre-
germinativos, sobre a germinacao das sementes de T. triangulare.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa de
Sementes do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Vicosa.

Plantas de T. triangulare, propagadas por meio de sementes, foram
cultivadas em casa de vegetacado (com telado de sombrite 30% e cobertura
de filme plastico transparente de polietileno), do Departamento de Fitotecnia
da UFV, em Vicosa, MG. As sementes foram coletadas em frutos maduros,
identificados pela coloracdo amarelada (Figura 1A), contendo sementes
maduras de coloracao preta (Figura 1B).

Inicialmente foram determinados o peso de mil sementes e o grau de
umidade, segundo as recomendacdes das Regras para Andlise de
Sementes (BRASIL, 1992) e o numero de sementes por fruto. O niumero de
sementes por fruto foi calculado a partir da média do niumero de sementes
contidas em 20 frutos, colhidos aleatoriamente no mesmo estadio de

maturacgao, ou seja, inicio do amarelecimento, antes da deiscéncia.
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Figura 1 - Talinum triangulare (Jacg.) Willd.: A - Fruto maduro; B — Sementes

imaturas (coloracdo bege) e maduras (coloracao preta). Vigosa,
MG, 20009.

2.1. Determinagédo da curva de embebigéo

A curva de embebicdo das sementes em agua foi determinada com
objetivo de avaliar a presenca de dorméncia tegumentar. Apds a pesagem
inicial de quatro repeticbes com peso aproximado, as sementes foram
colocadas em processo de embebicdo em 4gua destilada em condi¢des de
laboratério, sendo pesadas apos, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 60 e 72h de
embebic&do, em balanca com precisdo de 0,001g. Antes de cada pesagem,
as sementes foram secadas com papel absorvente objetivando a retirada de
agua superficial e, posteriormente, recolocadas em agua destilada, dando
continuidade a embebicdo. Com os valores das pesagens consecutivas foi
calculada a percentagem média de ganho de agua em relacdo ao peso
inicial das sementes e, posteriormente, foi feita a plotagem da curva de
embebicgé&o.
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2.2. Avaliacdo dos efeitos da temperatura e do subs trato na

germinacao

Com o objetivo de estudar o efeito da temperatura e do substrato na
germinacao, testes de germinacao foram conduzidos seguindo delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 4x2, com
quatro temperaturas (constantes de 20, 25, 30°C e alternada de 20-30°C) e
dois tipos de semeadura em substrato papel (sobre e entre papel), na
presenca de luz. Foram utilizadas 4 repeticbes de 100 sementes, dispostas
em caixas plasticas transparentes do tipo “gerbox”, forradas com duas folhas
de papel germitest e umedecidas com agua destilada, as quais foram
mantidas em camaras de germinacdo nas citadas temperaturas com
fotoperiodo de 12 horas (Figura 2A).

Foram avaliadas a germinagdo acumulada, a germinacgéo final e o
indice de velocidade de germinacdo de acordo com Maguire (1962). No
calculo do indice de velocidade de germinacdo efetuou-se a contagem, a
cada dois dias, do numero de sementes com protrusdo de radicula de no
minimo 1,0 mm de comprimento (Figura 2B), durante 30 dias, sempre no
mesmo horario.

Os dados foram interpretados por meio de analise de variancia e as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 2 - Talinum triangulare (Jacq.) Willd.: A - Semeadura sobre papel;
B - Protruséo da radicula. Vigosa, MG, 2009.
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2.3. Avaliacao dos efeitos de tratamentos pré-germi  nativos

As sementes de T. triangulare foram submetidas aos seguintes
tratamentos antes do teste de germinacao: imersdo em agua (24 horas);
imersdo em solugao de hipoclorito a 6% (1 hora); imersdo em solugéo de
nitrato de potassio a 0,2% (24 horas); imersdo em solucdo de giberelina
0,05% (24 horas) e testemunha (sementes sem tratamento prévio). As
sementes foram embebidas em condicbes de ambiente de laboratério (£
25°C). Em seguida, foram submetidas ao teste de germinacdo seguindo-se a
metodologia descrita no ensaio anterior, utilizando-se a temperatura
alternada de 20-30°C, por ter sido a que proporcionou melhor resposta das
sementes quanto a germinacdo. Com base nos dados do ensaio anterior, a
germinacdo foi avaliada diariamente durante 15 dias, sendo utilizado o
mesmo critério do ensaio anterior. As variaveis analisadas foram: a
germinacdo acumulada, a germinacdo final e o indice de velocidade de
germinacao de acordo com Maguire (1962). Os dados foram interpretados
por meio de analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de agua e o peso de 1000 sementes foram, respectivamente,
9,64% e 0,315g, possibilitando classifica-las ortodoxas, ou seja, sementes
que se mantém vidveis apds dessecacdo e podem ser armazenadas sob
baixas temperaturas por um longo periodo (ROBERTS, 1973).

Pela curva de embebicdo das sementes em agua (Figura 3) verifica-
se gue o tegumento ndo impossibilitou a entrada de 4gua na semente. Estes
resultados diferem daqueles obtidos por Fawusi (1979) que, trabalhando
com sementes colhidas no continente africano, concluiu que havia
dorméncia em T. triangulare devido a dureza do tegumento, destacando a
remoc¢do parcial do tegumento como método mais eficiente na superacao
desta dorméncia. Esta divergéncia pode estar associada as diferencas
ambientais e genéticas das populacdes estudadas, pois a impermeabilidade
do tegumento a agua € geneticamente influenciada pelo ambiente
(MARCOS FILHO, 2005). A curva de embebicdo se constitui num importante
procedimento técnico que auxilia na identificacdo do tipo especifico de
dorméncia das sementes, sobretudo associado a dureza e impermeabilidade
do tegumento (ALMEIDA, 2001).
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Figura 3 — Teor de 4gua das sementes de Talinum triangulare (Jacq.) Willd.
em funcéo do tempo de embebicdo. Laboratorio de Pesquisa em
Sementes. Vigosa, MG, 2009.

3.1. Efeito da temperatura e do substrato na germin  acéo

Pela Tabela 1 verifica-se que houve efeito significativo (p<0,01) da
temperatura e do substrato sobre a porcentagem de germinacéo (G) e o
indice de velocidade de germinacéao (IVG).

A maior porcentagem de germinacdo foi verificada na temperatura
alternada 20°C/30°C, porém ndo houve diferenca significativa entre os
substratos (Tabela 2). As maiores reduc¢des na germinacdo e na velocidade
de germinacéo ocorreram a 25°C e 30°C. Estes dados estdo de acordo com
Thompson e Grime (1983), que afirmaram que sementes de muitas espécies
tropicais tém germinabilidade mais alta em temperaturas alternantes do que
em temperaturas constantes.

A demanda por temperaturas alternantes na germinacao de sementes
de diversas espécies implica que grande parte permanecerd dormente no
solo se a variagdo diaria for pequena (como em ambientes sombreados),
mas germinara em areas abertas e ensolaradas, ou quando a energia
luminosa penetrar (BORGHETTI, 2000).
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Tabela 1 — Resumo da analise de variancia das variaveis: Germinacao (G) e
indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) de sementes de
Talinum triangulare, em funcéo do substrato e da temperatura de
incubacéo. Vicosa, MG, 2009

o Quadrado Medio
Fontes de Variacao

GL G VG
Temperatura (T) 3 13.947, 75 ** 225,18 **
Substrato (S) 1 351,12 ** 7,53 **
TxS 3 439, 21 ** 4,99 **
Residuo 24 6,64 0,11
CV (%) 6,94 8,81

** - F Significativo a 1% de probabilidade.

Tabela 2 — Germinacéo (%) e indice de Velocidade de Germinacéo (IVG) de
sementes de Talinum triangulare, em funcdo da temperatura e
do substrato. Vicosa, MG, 2009

Temperatura Germinacéo (%) IVG

(°C) Sobre papel Entre papel Sobre papel Entre papel
20 54,00 aB 25,25 bB 4,62 aB 1,40 bB
25 9,75 aC 11,75 aC 0,51 aC 0,70 aC
30 2,25 aD 3,75aDb 0,17 aC 0,24 aC
20-30 95,75 aA 95,50 aA 12,05 aA 11,13 bA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna, para
cada caracteristica, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Muitas espécies ainda ndo domesticadas demandam flutuacéo diaria
de temperatura no processo germinativo (SILVA et al., 2002), considerando
que a alternancia de temperatura corresponde a adaptacdo das espécies as
flutuacbes naturais do ambiente (BORGES; RENA, 1993). A flutuacdo pode
quebrar a dorméncia ou acelerar a germinacdo em sementes nao dormentes
(MALAVASI, 1988).

Desta forma, sementes de espécies ndo domesticadas, como T.
triangulare, tendem a repetir no laboratério o comportamento no ambiente

natural, onde as temperaturas oscilam entre o dia e a noite e raramente sé&o
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detectadas as temperaturas constantes. O aumento das flutuagbes diarias
de temperatura indica que as sementes devem estar proximas a superficie
do solo e, portanto, mais aptas a ter sucesso na germinacao e sobrevivéncia
das plantas (THOMPSON; GRIME, 1983). Esta variacdo térmica atua no
sistema sensor das sementes, diariamente, as quais respondem germinando
(SUGAHARA; TAKAKI, 2004). Borges e Rena (1993) citam que a faixa de
temperatura entre 20 e 30°C é adequada a germinacdo da maioria das
espécies tropicais.

Carvalho e Christoffolet (2007) estudaram a germinacdo de cinco
espécies de Amaranthus e concluiram que a temperatura alternada de 20-
30°C foi a mais adequada ao processo germinativo.

Outros autores também verificaram que a alternancia de temperatura
favoreceu o processo germinativo de sementes de Aloysia gratissima,
Psychotria leicocarpa (ROSA; FERREIRA, 2001), Borreria verticillata,
Cayaponia martiana (FERREIRA; ROSA, 2009), Cuphea carthagenensis,
Talinum patens (ROSA; FERREIRA, 1998), Eclipta alba,Tagetes minuta
(FERREIRA et al., 2001), Leonorus sibiricus L. (CASTRO et al.,, 1997),
Ageratum conyzoides (IKEDA et al., 2008) e Pyrostegia venusta (SCALON et
al., 2008).

O indice de velocidade de germinacdo acompanhou a germinacao
total, ou seja, a velocidade de germinacdo também foi significativamente
superior na temperatura alternada de 20°C/30°C. Segundo Borghetti e
Ferreira (2004), o fato de grande parte das sementes germinarem em curto
espaco de tempo e de maneira uniforme implica que a germinacao nao esta
ocorrendo ao acaso, mas respondendo a algum mecanismo de controle da
germinacao em nivel bioquimico e/ou metabdlico, neste caso, a temperatura,
resultando na sincronizagdo do processo. Portanto, a velocidade de
germinacao seria alta em decorréncia desta temperatura ser apropriada a
eficiente atividade das diversas enzimas envolvidas no controle da
germinacao (LABOURIAU; LABOURIAU, 1997).

Segundo Labouriau (1983), na faixa de temperatura 6tima acontece a
germinacdo maxima, ou seja, o percentual mais alto de germinacdo no

menor tempo medio.
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Na avaliacdo dos substratos, somente foi verificada diferenca
significativa quanto a germinacdo na temperatura constante de 20°C. No
indice de velocidade de germinacdo houve diferenca significativa entre os
substratos nas temperaturas: constante de 20°C ou alternada 20°C/30°C
(Tabela 2).

De acordo com as curvas de germinagao acumulada (Figura 4), a
germinacao de T. triangulare tende a permanecer constante ja no décimo dia
apo0s a semeadura, tanto no substrato sobre papel ou entre papel, na
temperatura de 20°C/30°C. Esta observacdo indica que o teste de
germinacao das sementes de T. triangulare pode ser encerrado mais cedo,

nao necessitando esperar 30 dias.

A - entre papel B - sobre papel

100 100

80 80 —+—20T

—a—25T
——30T
—»—20/30C

—e— 20T
60 —a—25C
40 —a4—30C
20 ——20/30C

60
40
20

0 0 iR T A A A A A,
12 46 81012141618 202224 26 28 30 12 4 6 81012141618 202224262830

Germinagéo (%)
Germinagéo (%)

Dias apds a semeadura Dias apds a semeadura

Figura 4 - Germinacdo acumulada de sementes de Talinum triangulare
(Jacq.) Willd, em guatro temperaturas. (Periodo de 1-30 dias) A:
Substrato- Entre papel e B: Substrato - Sobre papel. Laboratorio

de Pesquisa em Sementes. Vicosa, MG, 2009.

3.2. Efeito dos tratamentos pré-germinativos

Na Tabela 3 os resultados da analise de varidncia demonstram que
houve efeito significativo (p<0,01) dos tratamentos sobre a porcentagem de
germinacao (G) e o indice de velocidade de germinacao (IVG) de sementes
de T. triangulare.

A imersdo das sementes em KNOjz proporcionou as melhores
respostas de porcentagem e indice de velocidade de germinagédo (IVG),
diferindo significativamente dos outros tratamentos, a exce¢ao do tratamento

de imersdo em agua, que nao causou diferenca significativa (Tabela 4).
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Estes resultados corroboram a afirmativa de Carmona e Murdoch (1996) de
gue o nitrato pode superar eficientemente a dorméncia de sementes em
temperaturas alternadas.

Os nitritos e os nitratos estimulam a germinacéo, e podem quebrar a
dorméncia de sementes de muitas espécies (BEWLEY; BLACK, 1982).
Podem também substituir o efeito da luz, no caso de muitas sementes
fotoblasticas positivas; e em outras sementes, substitui a estratificacdo
(LABOURIAU, 1983). Hilhorst (1990a,b), estudando Sisymbrium officinale,
concluiu que o nitrato poderia funcionar como cofator na acao do fitocromo.
O mesmo autor sugere que quantidades 6timas de nitrato podem gerar mais

receptores ativos do fitocromo, e/ou inibir a inativacdo desses receptores.

Tabela 3 — Resumo da analise de variancia das variaveis: Germinacao (G) e
indice de Velocidade de Germinacido (IVG) de sementes de
Talinum triangulare, submetidas aos cinco tratamentos pré-

germinativos. Vicosa, MG

o Quadrado Medio
Fontes de Variacao

GL G VG
Tratamento (T) 4 3628,92 ** 64,26 **
Residuo 15 39,36 0,76
CV (%) 11,68 12,73

** _ F Significativo a 1% de probabilidade.

Nas sementes de T. triangulare, a solugdo de KNO3; nao substituiu o
efeito da luz, uma vez que o ensaio nao foi realizado no escuro. Por outro
lado, como foi registrada alta germinagdo e indice de velocidade de
germinacao das sementes tratadas com essa substancia, com luz, pode ter
ocorrido aumento no numero de receptores ativos do fitocromo,
desencadeando mais facilmente o processo de germinagao.

A imersdo das sementes em hipoclorito foi prejudicial, inibindo a
germinacdo quase que totalmente. Apesar do uso comum da solucdo de
hipoclorito de sodio como forma de assepsia de sementes nos laboratérios,
esta substancia pode afetar a germinagédo, estimulando ou inibindo o
processo (CARNELOSSI et al., 1995). Os resultados referentes ao estimulo
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e mesmo a quebra de dorméncia de algumas sementes indicam que o
hipoclorito de sodio pode ndo s6 causar o efeito de escarificacdo do
tegumento, aumentando a permeabilidade ao oxigénio, a agua e a solutos,
mas também pode facilitar a remocdo ou oxidacdo de inibidores de
germinacao (HSIAO et al.,, 1981; MEIRELES, 2004). Por outro lado, os
registros de inibicdo da germinagdo ocasionados pela mesma substancia
indicam que certas sementes, cujos tegumentos nao representam barreira
fisica a germinacdo, podem ser escarificadas, a ponto de ocorrerem danos
aos tecidos vivos (CARNELOSSI et al., 1995), o que possivelmente deve ter
ocorrido com as sementes de Talinum triangulare.

Estudo realizado por Shuying et al. (2003) revelou que a embebicéo
prévia das sementes de T. triangulare por 3 horas, a 25°C, e temperatura de
germinacdo de 35°C, aumentou a porcentagem de germinacdo das
sementes, dados que revelam semelhanca com os resultados obtidos neste

trabalho.

Tabela 4 — Germinagéo (G) e Indice de Velocidade de Germinacéo (IVG) de
sementes de Talinum triangulare, submetidas aos cinco

tratamentos pré-germinativos, na temperatura alternada de 20-

30°C
Tratamento G (%) VG
Imerséo em KNO; 78,75 a 10,82 a
Imersdo em agua 67,00 ab 8,53 b
Imersé&o em Giberelina 62,00 b 7,85b
Testemunha 59,25 Db 6,86 b
Imersao em hipoclorito 1,50 c 0,17 c

Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

O uso de KNOj3 é recomendado e seu efeito ocorre principalmente em
espécies onde a dorméncia € devida a ocorréncia de substancias fixadoras
de oxigénio localizadas no envoltorio da semente, como ocorre em especies
de gramineas (CARVALHO; NAKAGAMA, 2000).
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Ikeda et al. (2008) verificaram que o umedecimento do substrato com
KNO3; na presenca de luz e com temperatura alternada (15°C/35°C),
possibilitou aumentos da porcentagem e da velocidade de germinacdo em
Ageratum conyzoides. Scalon et al. (2008) também estudaram o efeito de
tratamentos pré-germinativos em Pyrostegia venusta, espécie medicinal
conhecida popularmente como cipo-de-sdo-jodo, e concluiu que a imerséo
das sementes em KNO3 proporcionou maior germinacdo e maior producéo
de matéria de plantulas fresca.

A aplicacdo de KNOj; pode produzir respostas significativamente
diferentes entre espécies. Em Hypericum brasiliense Choisy, o
umedecimento do substrato com solucdo aquosa de KNO3 a 0,2% aumentou
a germinagao, entretanto, em Hypericum perforatum L. esse tratamento n&o
produziu efeito significativo (FARON et al., 2004). Em sementes de Guarea
guidonia, Castro et al. (1999), constataram o efeito positivo do &acido
giberélico (GA3z) e KNO3 na superacdo de dorméncia, com porcentagens de
germinacao elevadas.

O efeito benéfico da imersdo das sementes em agua favorecendo a
germinacdo também foi observado em Astrocaryum aculeatum Meyer,
quando a porcentagem de germinacao foi aumentada progressivamente a
medida que foi incrementado o periodo de embebicdo das sementes em
adgua, alcancando valores de 70% apdés nove dias de embebicdo
(FERREIRA; GENTIL, 2006).

A pré-embebicdo das sementes em agua por 24 e 48h aumentou a
porcentagem e a velocidade de germinacédo e reduziu o tempo médio de
germinacao de Egletes viscosa (BEZERRA et al., 2006) e Magonia
pubescente proporcionando maior germinacdo e plantulas mais vigorosas
(MACEDO et al., 2009).

Em condi¢cfes naturais, muitos fatores exercem influéncia em relacao
ao inicio e a continuidade da germinacdo e, dessa forma, as sementes da
mesma espécie podem germinar em tempos muito diferentes, dependendo
das condic¢des externas.

Nas condi¢cdes em que o experimento foi realizado e com base nos
resultados obtidos, observa-se que as sementes de T. triangulare

apresentaram melhores resultados de germinacdo e IVG, na temperatura
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alternada de 20-30°C, sendo que a imersdo em KNO3 (2%) proporcionou os
melhores resultados de germinacgao, entretanto n&do diferiu significativamente
da pré-embebicdo em agua.

Pode ser concluido que a temperatura alternada de 20°C/30°C é
benéfica na germinacdo das sementes de T. triangulare. O tratamento de
pré-embebicdo das sementes, favorece o processo germinativo e pode ser
realizado apenas em agua pura, ndo necessitando nenhum agente quimico

adicional, possibilitando germinacdo mais rapida e uniforme.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

A espécie Talinum triangulare, planta herbacea pertencente a familia
Portulacaceae, € usada na alimentacdo e na medicina tradicional. Este
trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos da temperatura,
substrato e tratamentos pré-germinativos, sobre a germinagcao das sementes
de T. triangulare. No primeiro experimento, conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 4x2, foram conduzidos
testes de germinacdo com quatro temperaturas (constantes de 20, 25, 30°C
e alternada de 20-30°C) e dois tipos de substrato (sobre papel e entre
papel), na presenca de luz. Foram utilizadas 4 repeticbes de 100 sementes,
dispostas em caixas plasticas do tipo “gerbox”, forradas com folha dupla de
papel germitest e umedecidas com agua destilada. No segundo experimento
foram avaliados 0s seguintes tratamentos pré-germinativos: imersdo em
agua (24 horas); imersdo em solucdo de hipoclorito a 6% (1 hora); imerséo
em solucao de nitrato de potassio a 0,2% (24 horas); imersao em solucédo de
giberelina 0,05% (24 horas) e testemunha (sementes sem tratamento
prévio). As sementes foram embebidas em condicbes de ambiente de
laboratério (+ 25°C) e, na conducdo do teste de germinacdo seguiu-se a
metodologia do ensaio anterior, com temperatura alternada de 20-30°C e
substrato sobre papel, visto que esta condicdo propiciou melhor resposta
das sementes quanto a germinacdo. As varidveis analisadas, nos dois
experimentos, foram a germinacdo acumulada, a germinacéao final e o indice
de velocidade de germinacdo. A maior porcentagem de germinacao foi

verificada na temperatura alternada 20°C/30°C, sendo que nao houve
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diferenca significativa entre os substratos nesta temperatura. A imersdo das
sementes em KNO3 proporcionou as melhores respostas de porcentagem e
indice de velocidade de germinacédo (IVG), diferindo significativamente dos
outros tratamentos, a excecao do tratamento de imersdo em agua, que nao
houve diferenca significativa. Portanto, pode ser concluido que a preé-
embebicdo das sementes de T. triangulare, favorece o processo germinativo
e pode ser realizado apenas em agua pura, ndo necessitando nenhum

agente quimico adicional, propiciando germinacao mais rapida e uniforme.
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO ANATOMICA E COMPOSICAO MINERAL DE
Talinum triangulare (Jacq.) Willd (PORTULACACEAE)

1. INTRODUCAO

No uso de plantas medicinais deve ser considerada a garantia da
eficacia e a seguranca. Neste sentido € de extrema importancia a
identificacdo correta da planta e a padronizacéo e controle de qualidade do
produto. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, por meio da Resolucao
RDC 48, de 16/marco/2004, estabeleceu que a solicitacdo do registro de
fitoterapicos sO ocorre médiante, entre outros documentos, a identificacao
botanica oficial da planta que compde a matéria prima de origem, bem como
do laudo de identificagdo macro e microscopico do 6rgdo vegetal utilizado,
emitido por profissional habilitado (ANVISA, 2004). Assim, qualquer trabalho
com fitoterapico se inicia com a correta identificacdo da espécie estudada e
dentre as evidéncias utilizadas com este fim, as caracteristicas morfologicas
e anatbmicas estdo entre as de menor custo e acessiveis. Considerando que
as drogas vegetais sdo comercializadas, em grande parte, na forma de pé,
ou seja, bastante fragmentadas, as descricbes morfoanatdbmicas estao entre

0s primeiros parametros do controle de qualidade (MARTINS et al., 2006).
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A anatomia vegetal contribui com informacdes que podem subsidiar o
controle de qualidade de farmacos de origem vegetal, de grande valia
guando as plantas sdo comercializadas e/ou utilizadas in natura (DUARTE;
MENARIM, 2006; LEITE et al., 2007; SCOPEL et al., 2007). Desta forma, por
meio do aspecto descritivo, a morfoanatomia se constitui instrumento eficaz
na deteccdo de fraudes ou uso de plantas erroneamente identificadas
(DUARTE; HAYASHI, 2005; TOLEDO et al., 2006; BARBOSA et al., 2007,
BARROS; TEIXEIRA, 2008; BUDEL; DUARTE, 2008; EMPINOTTI,
DUARTE, 2008; MAURO et al., 2008; CARPANO et al., 2009; GETTE et al.,
2009; GOMES et al., 2009). Além do mais, estes estudos podem conduzir a
solucdes de problemas relacionados com a multiplicagcdo, melhoramento e
cultivo dos vegetais, sendo altamente significativos, especialmente quando
associados aos aspectos ecoldgicos, fisioldgicos e comparativos,
subsidiando trabalhos taxonémicos (SANTIAGO et al., 2001; ESPIRITO
SANTO; PUGIALLI, 1998).

A familia Portulacaceae possui distribuicdo cosmopolita incluindo
cerca de 30 géneros e 400 espécies de distribuicdo predominantemente
tropical e subtropical. No Brasil ocorrem apenas 0s géneros Portulaca e
Talinum e aproximadamente 30 espécies. O género Talinum inclui cerca de
cinquenta espécies e esta distribuido nos tropicos, subtrépicos e regides
temperadas do mundo (SOUZA; LORENZI, 2005).

Talinum triangulare (Jacq.) Willd cujas sinonimias sdo Portulaca
triangularis Jacq, Portulaca racemosa L., Talinum crassifolium (Jacq.) Willd.,
e Talinum mucronatum Kunth. (LORENZI, 2000) €, provavelmente, originada
da América do Sul, entretanto, sua origem africana também é discutida
devido as varias espécies de Talinum que ocorrem no Continente Africano.
Espécie anual, ereta, herbacea, carnosa, totalmente glabra, com folhas
simples e suculentas, atinge 40-60 cm de altura, sendo conhecida no Brasil
como beldroega-grauda, major-gomes, lustrosa grande, maria-gorda, erva-
gorda entre outros nomes comuns (Figura 1A). Possui caule cilindrico,
ramificado e raiz principal pivotante, tuberosa. A inflorescéncia, na forma de
corimbo, se desenvolve na parte terminal do ramo, e suporta flores de
coloracdo résea que se abrem escalonadamente (Figura 1B) (KISMANN;
GROTH, 1995).
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T. triangulare é usada na alimentacéo, em paises do oeste e centro da
Africa, principalmente pelo seu valor nutricional e baixo custo, sendo
cultivada na Nigéria e Camarbes (FASUYI, 2007). No Brasil, as folhas sao
mencionadas como hortalica (CARIBE; CAMPOS, 1991), sendo utilizada
principalmente na regido norte e nordeste onde € consumida refogada, em
omeletes, sopas e farofa (BRASIL, 2002). As folhas desta espécie sao ricas
em Aacidos graxos essenciais e outros lipideos (SRIDHAR,;
LAKSHMINARAYANA, 1999).

Na medicina tradicional, T. triangulare é usada no tratamento de
sarampo e diabetes (FONTEM; SCHIPPER, 2004), como laxante (AGRA et
al., 2008) e também por possuir algumas caracteristicas e propriedades
similares a T. paniculatum (LORENZI; MATOS, 2002), que € usada no
tratamento de problemas gastrintestinais, urinas com mau cheiro, edemas,
infec¢des intestinais, fraqueza em geral como fadigas, cansago fisico e
mental, debilidade organica e afeccbes da pele como pruridos intensos,
coceiras, eczemas, e erisipela (PANIZZA, 1998; MARTINS et al., 2000). As
folnas mucilaginosas sao consideradas emolientes, sendo empregadas no
tratamento topico de feridas, favorecendo a cicatrizagdo (MORS et al.,
2000).

Figura 1 - Talinum triangulare (Jacg.) Willd: A- aspecto geral da planta

envasada; B- detalhe da flor e do fruto.
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Plantas que eventualmente possam despertar interesses econémicos
na exploragdo de compostos com propriedades terapéuticas, como é o caso
de Talinum triangulare (Jacq.) Willd carecem de pesquisas e estudos com
fins de preservacao, cultivo e validacdo farmacognéstica. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi estudar a anatomia e a composi¢cao mineral das
partes vegetativas aéreas, com a finalidade de obter dados referentes a
identificacdo dessa espécie, contribuindo para o seu conhecimento e

fornecendo subsidios da padronizacéo e controle de qualidade do produto.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacdo anatdmica

A amostragem da matéria prima foi obtida de plantas propagadas por
meio de sementes e cultivadas em vasos de polietileno com capacidade de
6L, tendo como substrato terra, areia e humus de minhoca, nas proporcdes
de 3:2:1, respectivamente. As plantas foram mantidas em casa de vegetacéo
(com telado de sombrite 30% e cobertura de filme plastico transparente de
polietileno), do Departamento de Fitotecnia da UFV, em Vigcosa, MG.

Folhas adultas foram coletadas na regido do 5° nd, a partir do apice
caulinar, sendo a amostragem realizada no tergco médio da |amina foliar e no
peciolo de folhas completamente expandidas. Os segmentos caulinares
foram retirados nas regifes apical e basal da planta. As amostras foram
fixadas em FAAsy por 48 horas e estocadas em etanol 70% (JOHANSEN,
1940). No preparo do laminario permanente as amostras foram desidratadas
em série etandlica crescente e incluidas em metacrilato (Leica Historesin®).
Seccdes com 5um de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo de
avanco automatico, coradas com azul de toluidina (O'BRIEN et al., 1964) e
montadas sob laminula com resina sintética (Permount). Com o objetivo de
estudar as caracteristicas da epiderme, foram obtidos cortes paradérmicos,
em folhas frescas, na regido médiana do limbo foliar. Os cortes foram
corados com violeta cristal aquoso e montados em gelatina glicerinada
(KRAUS; ARDUIN, 1997).
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O estudo de microscopia de luz e a obtencdo das imagens foram
feitos em microscépio de luz (modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com
sistema U-PHOTO, acoplado a camera fotografica digital (modelo Spot
Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e microcomputador com o
programa de captura de imagens Spot Basic, do Laboratério de Anatomia
Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da UFV.

2.2.  Composi¢ao mineral

Tendo em vista a analise da composicédo mineral, folhas adultas foram
coletadas de plantas cultivadas em casa de vegetacdo (com telado de
sombrite 30% e cobertura de filme plastico transparente de polietileno), do
Departamento de Fitotecnia da UFV, em Vicosa, MG. As plantas foram
secadas em estufa a 50 C, moidas em moinho de faca s e as analises foram
feitas no Laboratério de Nutricdo Mineral do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Vigosa.

Amostras da matéria-prima moida foram submetidas a digestao nitro-
perclérica. Em seguida, foram determinadas as concentracfes de fosforo
(P), pelo método da vitamina C modificado (BRAGA; DE FELLIPO, 1974); de
potassio (K), por fotometria de chama (SARRUGE; HAAG, 1974); de enxofre
(S), por turbidimetria do sulfato (JACKSON, 1958); e de calcio (Ca),
magneésio (Mg), ferro (Fe), zinco (Zn), manganés (Mn) e cobre (Cu), por
espectrofotometria de absorcado atbmica (AOAC, 1975). A determinacdo da
concentracdo de nitrogénio total (N) pelo método Kjeldahl, foi feita apds a

digestao sulfurica das amostras.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo anatdomica da folha

A folha de T. triangulare € glabra e possui epiderme uniestratificada
composta por células de paredes sinuosas, nas faces adaxial (Figura 2A) e
abaxial (Figura 2B) , revestidas de cuticula delgada. Estbmatos ocorrem nas
duas faces da folha, inseridos no mesmo nivel das demais células
epidérmicas, caracterizando a folha como anfiestomatica. A familia
Portulacaceae se caracteriza por possuir estdbmatos paraciticos ou
anomociticos ou diaciticos (CRONQUIST, 1981) sendo que em T. triangulare
predomina o primeiro tipo, com células subsidiarias que variam em numero,
de duas a trés células por estdbmato (Figura 2A, B). As caracteristicas da
epiderme de T. triangulare estdo em correspondéncia com o padréo
encontrado em Portulaca oleraceae, outra espécie da mesma familia
(KUMAR et al., 2008). Segundo Mott et al. (1982), a caracteristica
anfiestomatica pode representar 0 meio de aumentar a taxa fotossintética,
por permitir a troca gasosa eficiente, se comparada com outros tipos de
folhas.

O mesofilo tende a ser dorsiventral, sendo constituido por cerca de
trés camadas de parénquima palicadico atipico, cujas células sdo largas,
comparativamente curtas e pouco diferenciadas do parénquima lacunoso. O
parénquima lacunoso é composto por parénquima clorofiliano com células
hipertrofiadas, semelhantes ao parénquima aquifero e idioblastos contendo

drusas de oxalato de calcio (Figura 2C), conforme padrdo de Portulacacea
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relatado por Cronquist (1981). Cristais de oxalato de célcio sdo produzidos
por muitas plantas no interior de células denominadas idioblastos e estao
ligados a muitas necessidades da espécie, como armazenagem de calcio,
na manutencao do equilibrio ibnico, na detoxificacdo e na protecao contra o
ataque de herbivoros (NAKATA, 2003). Cristais semelhantes aos
observados nesta andlise sdo descritos, na familia, por Metcalfe e Chalk
(1957).

Na regido meédiana do mesofilo, feixes vasculares colaterais de
pequeno porte sdo envoltos por células parenquimaticas (Figura 2C).

Em secado transversal, a nervura central mostra formato convexo
sendo percorrida por um feixe vascular colateral envolto por células
parenquimaticas volumosas com poucos cloroplastos, sem tecidos de
sustentacao (Figura 2D-E).

O peciolo é curto e possui seccao transversal aproximadamente
triangular, com disposicdo de tecidos semelhante a nervura central. Foi
identificada uma bainha de células volumosas envolvendo o feixe vascular
(Figura 2G), semelhante ao que foi verificado em Portulaca oleraceae,
espécie que também pertence a mesma familia (KUMAR et al., 2008). A
porcado subepidérmica € caracterizada por discreta camada de colénquima

angular voltada na direcéo das faces adaxial e abaxial (Figura 2F).



Figura 2 — Fotomicrografias de secdes paradérmicas (A, B) e transversais
(C-G) do limbo foliar de T. triangulare. A, epiderme adaxial. B,
epiderme abaxial. C, aspecto geral da regido intervenal. D,
aspecto geral da nervura central. E, feixe vascular da nervura
central. F, aspecto geral do peciolo. G, feixe vascular do peciolo.
Dr, drusas; Cs, camara subestomética; Fv, feixe vascular; Xi,
xilema; Fl, floema; Barra: A, 50um; B, E, 100um; C, G, 200um;
D,F, 300um.



3.2. Caracterizagédo anatomica do caule

Na porcéo apical da planta, o caule tem secéo transversal triangular e
estrutura eustélica (Fig. 3A), com feixes colaterais (Fig. 3B) delimitando a
medula e a regido cortical, que é composta por células parenquimaticas
volumosas (Fig. 3C). A porcdo subepidermica é caracterizada por uma
camada de colénquima angular e a epiderme € constituida por uma camada
de células com paredes finas e com poucos estdmatos (Figura 3D).

Na porcao basal, a secédo transversal do caule apresenta formato
circular. A epiderme é uniestratificada, com células alongadas no sentido
periclinal e revestidas de cuticula moderadamente delgada. Adjacente a
epiderme sdo observadas cerca de quatro camadas de colénquima angular
(Figura 3E) e células parenquimaticas volumosas limitando internamente o
cortex (Figura 3F). Pequenas calotas de fibras perivasculares séao
encontradas na regido proxima ao floema (Figura 3G-H). A zona vascular
apresenta crescimento secundario incipiente, com a presenca de cambio
fascicular e interfascicular, porém, sem a formacao de tecidos secundarios
na regiao interfascicular. O parénquima medular compde-se de células

parenquimaticas volumosas, de paredes delgadas, parcialmente colapsadas.

3.3. Composi¢éo mineral

A concentragdo de macro e micronutrientes das folhas de T.
triangulare encontra-se na Tabela 1, sendo que o principal macronutriente
encontrado foi o nitrogénio (N) com concentragédo de 3663 mg/100g, seguido
do potassio (K) (3546 mg/100g) e do magnésio (Mg) (1983 mg/100g). Com
relacdo aos micronutrientes, foi verificado que as folhas de T. triangulare sé&o
rica fonte de ferro, cujo conteudo encontrado foi 14,33 mg/100g de biomassa

Seca.
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Tabela 1 — Teores de macro e micronutrientes presentes nas folhas de

Talinum triangulare (Jacq.) Willd

Macronutrientes Micronutrientes
(mg/100g de amostra seca) (mg/100g de amostra seca)
N 3663 Zn 4,24

P 436 Fe 14,33
K 3546 Mn 4,69
Na 31 Cu 1,79
Ca 678 B 2,34

Mg 1983
S 321

A composicdo mineral de T. triangulare € comparavel e, em alguns
casos, maior que outros vegetais de uso convencional na alimentacéo
humana, conforme pode ser verificado na Tabela 2, que mostra a
superioridade desta espécie em relacdo ao conteudo de boro, cobre e
magnésio, quando comparada a outras folhosas de uso convencional. O
conteudo de ferro também chama atencéo, por ser maior que o conteudo
encontrado em folhas de espinafre repolho e salsa, vegetais considerados
ricos neste micronutriente. Pesquisas desenvolvidas no continente africano
também mostraram que T. triangulare possui altos niveis de calcio (Ca),
sédio (Na), potassio (K), magnésio (Mg) e fosforo (P) (FASUYI, 2007). O
conteudo de zinco (Zn) obtido nas folhas, confere com os dados de Aremu e
Udoessien (1990), que também verificaram alto teor de Zn em plantas de T.
triangulare obtidas em mercados da Nigéria.

Esses dados tornam-se importantes quando se relaciona a alta
prevaléncia de deficiéncias de minerais e suas consequéncias a saude.
Como exemplo, pode ser citado a deficiéncia de ferro que é um dos grandes
problemas de salde publica em todo o planeta (GAY et al.,, 2009),
considerado responsavel pela maior parte das anemias encontradas
(QUEIROZ; TORRES, 2000).
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Tabela 2 — Composicédo mineral de T. triangulare e de hortalicas de uso comum

Composicao mineral das folhas (mg/100g)

Espécie N P K Ca Mg S Zn Fe Mn Cu B
T. triangulare 3663 436 3546 678 1983 321 4,24 14,33 4,69 1,8 3.3
Agrido* 3850 761 5390 2390 480 653 9,4 25 4,3 0,8 2,2
(Nasturtium officinale)

Alface* 4610 640 6030 1580 460 323 11,6 92,5 15,4 0,9 2,9
(Lactuca sativa)

Couve manteiga* 4230 476 3690 2510 330 618 2,9 30 9,7 0,3 3,3
(Brassica oleracea var.

acephala)

Espinafre* 4370 420 3450 270 300 625 3,7 2,48 8,5 14 2,1
(Spinacea oleraceae)

Repolho* 2860 410 2540 580 170 607 34 6,1 4,5 0,3 2,9
(Brassica oleracea var.

capitata)

Salsa* 3050 423 2940 740 200 270 4,3 0,3 2,7 0,3 3,3
(Petroselium sativum)

Brocolis* 4480 905 4090 1570 330 631 53 16,9 6,7 14 2,3

(Brassica oleracea var.

italica)

* FURLANI et al. (1978).



A deficiéncia de zinco pode acarretar retardo no crescimento e no
desenvolvimento cognitivo motor de criangas, bem como hiperceratose e
paraceratose na pele e esofago, atrofia do timo e gonadas (SANDSTEAD;
ALCOCK, 1997).

Pelos resultados das determinagbes de minerais a ingestdo de 200g
de T. triangulare atende as necessidades diarias de ferro, zinco, manganés e
magneésio segundo a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) aos adultos, de
acordo com a RDC 269 (ANVISA, 2005) (Tabela 3), muito embora tenha que
ser considerada a biodisponibilidade desses nutrientes, ou seja, a fracao
desse mineral que é aproveitada pelo organismo por meio da absor¢cdo em
relacdo ao teor total consumido. Essa absorcdo esta relacionada com a
forma quimica que estes elementos se encontram nos alimentos (FRANCO,
2007). A biodisponibilidade de um elemento pode ser afetada negativamente
pela presenca de fitatos, compostos fendlicos, fibras e alguns minerais entre
outros (QUEIROZ; TORRES, 1995). Segundo Aleotor e Adeogum (1995), o
alto conteudo de fibras e a presenca de alguns fatores antinutricionais, como
por exemplo, oxalato e acido fitico, podem afetar o valor nutricional de T.
triangulare. Entretanto, a secagem das folhas parece reduzir e/ou eliminar
alguns destes fatores (FASUYI, 2006).

Deve-se atentar também a concentracdo de manganés, pois de
acordo com os dados obtidos, 100g de T. triangulare suprem as
recomendacdes diarias de pessoas adultas. A riqueza desse mineral deve
ser nutricionalmente considerada, embora seja absorvido no intestino
delgado da mesma forma que o ferro, compete com esse mineral pelo
mesmo sitio de absorcao, dificultando o seu aproveitamento pelo organismo.
Outro fato relevante sobre a ingestdo excessiva de manganés é o seu
possivel acumulo no figado e no sistema nervoso central, produzindo
sintomas semelhantes aos da doenca de Parkinson (FINLEY, 1994), por
isso, o consumo deve ser moderado até que estudos toxicologicos
estabelecam limite de ingestéo toleravel.

De acordo com Fasuyi (2007) T. triangulare tem potencial alimentar
principalmente como fonte de proteina e minerais, ja que, além dos minerais,

também apresenta alto teor de proteina (19%) e vitaminas, revelando grande
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valor nutricional (AREMU; UDOESSIEN, 1990; FASUYI, 2006; TCHIEGANG;
AISSATOU, 2004).

Tabela 3 — Composicdo de mineral de T. triangulare e ingestdo diaria
recomendada (IDR) (ANVISA, 2005)

Mineral T. triangulare (mg/100g) IDR (mQ)
Célcio 67,8 1000
Ferro 14,33 14
Magnésio 198,3 260
Zinco 4,24 7
Fosforo 43,59 700
Cobre 1,79 0,9
Manganés 2,3 2,3

Vegetais considerados de uso tradicional, como é o caso de T.
triangulare, atualmente sdo menos utilizados em favor de outras espécies
exéticas. Por outro lado, a disponibilidade destes vegetais tem declinado
drasticamente devido ao aumento de outras culturas que incluem eliminag&o
quimica de vegetais selvagens e mudanca no habitat. Este fato tem ocorrido
em varias comunidades rurais, em varios paises do continente Africano,
como relata Odhav et al. (2007). Segundo Nesamvuni et al. (2001), pessoas
jovens ignoram as plantas nutricionalmente ricas, resultando em dietas
pobres e aumento da incidéncia de deficiéncia nutricional e doencas em
muitas partes da Africa.

Estes resultados contribuem com a determinacdo de parametros de
avaliacdo de qualidade de T. triangulare, face ao seu uso popular e
terapéutico e mostram seu potencial como alternativa alimentar ou como
suplemento nutricional. Aléem do mais, estes dados podem orientar
agricultores e as industrias de alimentos no desenvolvimento de novos
produtos e apoiar politicas de protecio ao meio ambiente e da
biodiversidade.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

T. triangulare, conhecida como beldroega-graida e major-gomes, é
usada na alimentac&o e na medicina tradicional como laxante, cicatrizante e
no tratamento de sarampo. O objetivo deste trabalho foi estudar a anatomia
e a composicdo mineral das partes aéreas, com a finalidade de obter dados
referentes a identificacdo e conhecimento da espécie. Na caracterizacéo
anatomica, porgoes da folha e do caule foram fixadas em FAAs, e estocadas
em etanol 70%, com posterior inclusdo em metacrilato. O material foi
seccionado em micrétomo rotativo (5um), corado com azul de toluidina e
montado sob laminula com resina sintética. Na analise da composicéo
mineral, as folhas foram secadas em estufa a 50 C, moidas em moinho de
facas, sendo o material submetido a andlises de determinacdo dos teores de
macro e micronutrientes. A folha de T. triangulare possui epiderme
uniestratificada, revestidas de cuticula delgada, anfiestomatica e com
estdbmatos paraciticos. O mesofilo tende a ser dorsiventral, com parénquima
lacunoso com células hipertrofiadas e idioblastos contendo drusas de
oxalato de célcio. A nervura central € percorrida por feixe vascular colateral
sem tecidos de sustentacdo. O peciolo € curto com seccdo transversal
aproximadamente triangular, cuja porcédo subepidérmica € caracterizada por
discreta camada de colénquima angular. Na porcao apical, o caule tem
secdo transversal triangular, estrutura eustélica e feixes colaterais
delimitando a medula e a regido cortical, composta por células
parenquimaticas volumosas. A porcdo subepidérmica € caracterizada por

uma camada de colénquima angular. Na porcao basal, o caule apresenta
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formato circular, cerca de quatro camadas de colénquima angular e células
parenquimaticas volumosas limitando internamente o cortex. A zona
vascular apresenta crescimento secundario incipiente, com a presenca de
cambio fascicular e interfascicular, porém, sem a formacdo de tecidos
secundarios na regiao interfascicular. A composicdo mineral das folhas de T.
triangulare mostrou que o principal macronutriente encontrado foi o
nitrogénio, seguido do potassio e do magnésio. Com relacdo aos
micronutrientes, verifica-se que as folhas sdo ricas em ferro, cujo contetudo

encontrado foi de 14,33 mg/100g de biomassa seca.
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CAPITULO 1l

EFEITO DA HOMEOPATIA PHOSPHORUS NA PRODUCAO DE
FLAVONOIDES EM PLANTAS DE Talinum triangulare (JACQ.) Willd, EM
DUAS EPOCAS DE PLANTIO E DE COLHEITA

1. INTRODUCAO

O Brasil possui a maior diversidade vegetal do planeta, com cerca de
60.000 espécies vegetais superiores catalogadas, no entanto apenas 8%
foram pesquisadas quanto aos compostos bioativos e aproximadamente 2%
foram avaliadas em suas propriedades medicinais (GUERRA et al., 2004). A
importancia medicinal, econdbmica e ecoldgica de espécies nativas
brasileiras, bem como o risco de extingdo pela predacdo humana, tem
motivado os estudos sobre preservagao e aproveitamento racional (SOUZA
et al., 2003).

Em se tratando de plantas medicinais, os estudos na area fitoquimica
tém avancado consideravelmente, porém sem a contrapartida agrondmica,
evidenciando a necessidade de pesquisas abordando aspectos fitotécnicos
(MATTOS, 1996).

A principal limitacdo no cultivo de plantas medicinais é o teor de
constituintes quimicos presentes que pode variar consideravelmente em

funcéo de fatores externos incluindo temperatura, umidade, luminosidade,
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nutrientes do solo, método de coleta, secagem e transporte, sendo que cada
fator pode afetar diretamente a qualidade da matéria-prima vegetal e
consequentemente, o produto final e a eficacia dos medicamentos
fitoterapicos (RODRIGUES-DAS-DORES; CASALLI, 2007).

Segundo Castro et al. (2004), outro aspecto que envolve o cultivo das
plantas medicinais € o estudo e a preservacao da biodiversidade, de modo a
evitar a extingdo das espécies em seu ambiente de ocorréncia. A exploracéo
das plantas da flora nativa, por meio da extracdo direta nos ecossistemas
tropicais, ou seja extrativismo, tem levado a reducdo drastica das
populacbes naturais de inUmeras espécies, colocando em risco a flora
medicinal, a possibilidade de descoberta de novos farmacos e a
continuidade de uso futuro pelas populacoes.

O metabolismo secundario esta4 relacionado aos mecanismos de
defesa, as adaptagfes dos seres vivos ao ambiente, e a importantes fun¢des
vitais na médiacdo de interacbes ecologicas (CASTRO et al., 2004). Esse
mecanismo de defesa € responsavel pela manutencdo do estado de
homeostase, isto é, o estado de equilibrio entre os processos que tendem a
perturbar o organismo e os processos que tendem a manté-lo em ordem
(VITHOULKAS, 1981). Assim, compostos bioativos das plantas medicinais
variam de concentracao nos tecidos em resposta ao genotipo e ao ambiente.
O aumento no teor de compostos bioativos significa incremento no potencial
terapéutico da espécie, valorizando a planta como matéria-prima da industria
farmacéutica (DUARTE, 2003).

Estudos da homeopatia no meio agricola demonstram que o0s
preparados homeopaticos tém potencial de uso, pois equilibram as relacdes
da planta no ambiente, possibilitando a producéo de alimentos saudaveis. A
utilizacdo da homeopatia na agricultura consta de Instrugdo Normativa de
Producdo Organica no Brasil (BRASIL, 1999) desde 1999 e a
experimentacao ja comprovou que 0s vegetais respondem aos estimulos
homeopéticos (ANDRADE, 2000; CASTRO, 2002; DUARTE, 2003;
ARRUDA, 2005).

A homeopatia tem sido usada no controle de pragas (ALMEIDA et al.,
2003), doencas (VERMA et al., 1969; KUMAR, 1980; KHANNA; CHANDRA,
1983), na propagacéao vegetativa (BONFIM et al., 2008), na germinacao de
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sementes (MARQUES et al., 2008; HAMMAN et al., 2003), no aumento de
metabdlitos secundarios bioativos em plantas medicinais (CARVALHO,
2001; CASTRO, 2002; DUARTE, 2007, FONSECA et al.,, 2007), na
desintoxicacdo de plantas (ALMEIDA, 2002) e no aumento da taxa de
crescimento e produtividade (CASTRO, 2002; BONATO, 2003; BONATO,
2009).

O fosforo (P) € essencial aos processos metabdlicos sendo, portanto,
de grande importancia no crescimento e desenvolvimento de todo vegetal
(TAIZ; ZEIGER, 2004). Na Homeopatia, o0 medicamento Phosphorus,
preparado com sais organicos de fosforo, tem sido relacionado a disturbios
de crescimento e desenvolvimento em organismos vivos (BRUNINI;
SAMPAIO, 1982). Resultados obtidos por Andrade (2000), mostraram que a
homeopatia Phosphorus tem potencial de atuar na dinamica do fésforo das
plantas crescidas em solos brasileiros, conhecidamente deficientes,
compensando com maior crescimento de massa foliar, propiciando algum
ponto de equilibrio entre crescer e produzir metabdlitos secundarios.

Os flavonoides pertencem ao grupo de compostos fendlicos, que sao
amplamente distribuidos em alimentos de origem vegetal e que podem
conferir sabores e pigmentacbes as plantas (MORIDANI et al.,, 2003;
HAVSTEEN, 2002). Estes compostos desempenham diversas funcdes nas
plantas como protecdo contra incidéncias de raios ultravioleta e visivel,
protecdo contra insetos, fungos e bactérias, atracdo de polinizadores,
controle da acdo hormonal, alelopatia e inibicdo de enzimas (HARBORNE;
WILLIAMS, 2000). De acordo com Martinez-Flores et al. (2002), ja foram

identificados mais de 5000 tipos de flavonoides.

As acdes fisiologicas exercidas pelos flavonoides ja foram
relacionadas a prevencao de doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas, cancer, entre outras, principalmente em funcdo da
elevada capacidade antioxidante (SCALBERT et al.,, 2005). Estudos
epidemiologicos indicam que o consumo de alimentos ricos em flavonoides
protege contra doengas associadas ao estresse oxidativo, como doencas
coronarianas, cancer (ZEIGER, 1991; BLOCK, 1992), doencas neuro-
degenerativas (GRAMEZZI et al., 1990) e diabetes (COLDITZ, 1992),

64



fazendo aumentar o niumero de pesquisas nesta area (DUTHIE et al., 2000;
LAMBERT; YANG, 2003; RENAUD; LORGERIL, 1992; NAIR; LI; KONG,
2007).

Varios investigadores tém avaliado os efeitos de flavonoides da dieta e
flavonoides de extratos de plantas nos processos ateroscleréticos, utilizando
animais como modelos experimentais (BOK et al., 1999; LEE et al., 2001;
KIM et al.,, 2004; EL-BESHIBISHY et al., 2006). Muitos desses estudos
demonstraram protecéo significativa dos flavonoides aos danos vasculares
(LUFT, 2003) e melhora no perfil lipidico de animais submetidos a dieta
hipercolesterolémica (KIM et al., 2004). Hertog et al. (1993) relataram
associacao inversa entre o consumo de flavonoides e a incidéncia de infarto
do miocardio bem como a reducédo da mortalidade por doencas coronarianas

em ampla populacdo humana.

Diversos estudos quimicos e farmacoldgicos tém sido realizados com
espécies da flora nativa, ressaltando as potencialidades de varias delas,
bem como a necessidade de maiores estudos na riquissima flora tropical
brasileira (BRITO; BRITO, 1993).

Talinum triangulare (Jacq.) Willd (Portulacacea), espécie brasileira, de
ciclo anual, é utilizada principalmente na alimentacdo humana em paises do
oeste e centro da Africa, sendo cultivada na Nigéria e em Camardes,
(FASUYI, 2007, AREMU; UDOESSIEN, 1990; FASUYI, 2006). No Brasil, é
utilizada na alimentacgédo, principalmente, na regido norte, em especial, nos
estados do Amazonas e do Para (BRASIL, 2002; CARIBE; CAMPOS, 1991)
e na regido nordeste (AGRA et al., 2008), onde as folhas sdo consumidas
cozidas ou em saladas. Na medicina tradicional € usada como laxante
(AGRA et al., 2008), cicatrizante, pelas propriedades similares a T.
paniculatum (LORENZI; MATOS, 2002) e no tratamento de sarampo e
diabetes (FONTEM; SCHIPPER, 2004). A bioprospeccdo do extrato
hidroalcdlico de T. triangulare, detectou flavonoides, saponinas e taninos
condensados, justificando a necessidade de se avaliar o potencial medicinal
da espécie (AMORIM et al., 2006; RONCHlI et al., 2007).

Geralmente encontrada em ambientes tropicais, T. triangulare adapta-

se bem ao clima quente e Uumido, e a baixa fertilidade do solo (ADENIYI,
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1996). A planta cresce de forma espontanea principalmente em lavouras
perenes, terrenos baldios, sendo considerada, nestas situagbes, como
planta invasora. Propaga-se por sementes, porém folhas caidas no chéo
também podem regenerar nova planta (LORENZI, 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de cinco dinamizacgdes da
homeopatia Phosphorus no crescimento e teor de flavonoides, em plantas

de T. triangulare, submetidas a duas épocas de plantio e de colheita.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Conducéao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao (com telado de
sombrite 30% e cobertura de filme plastico transparente de polietileno), do
Departamento de Fitotecnia da UFV, em Vicosa, MG, entre os meses de
junho de 2007 a janeiro de 2008.

As plantas foram propagadas por meio de sementes e o plantio foi
feito em vasos de polietiieno com capacidade de 6L, tendo como substrato

terra, areia e humus de minhoca, nas proporcdes de 3:2:1, respectivamente.

2.2. Delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos em duas épocas (inverno e
verao), instalados em parcelas subdivididas, tendo na parcela os
tratamentos e na subparcela as épocas de colheita, no delineamento
inteiramente casualizado, com 4 repeticdes. A semeadura foi feita no dia 13
de junho, no plantio de inverno e no dia 10 de outubro, no plantio de verao.
Os tratamentos constaram da aplicacdo da homeopatia Phosphorus (3CH,
6CH, 12CH, 30CH, 100CH) e testemunha (dgua destilada e dinamizada)
sendo as plantas colhidas aos 30 e 60 dias apds o inicio da aplicacdo dos
tratamentos. Cada parcela foi constituida de dois vasos contendo uma

planta/vaso, totalizando 48 unidades em cada experimento. As variaveis
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analisadas foram: altura de planta (AP), numero de ramos (NR), producéo de
biomassa da parte aérea fresca (MF), producédo de biomassa da parte aérea
seca (MS) e teor de flavonoide (FL). Os dados foram interpretados por meio
de analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

2.3. Preparo das solu¢cées homeopaticas

As matrizes de Phosphorus nas potencias 3CH, 10CH, 24CH e 90CH
foram adquiridas de laboratério homeopatico comercial e as dinamizacfes
6CH, 12CH, 30CH, 100CH e da testemunha agua dinamizada foram
preparadas no Laboratorio de Homeopatia do Departamento de Fitotecnia da
UFV, de acordo com as técnicas da Farmacopéia Homeopéatica (BRASIL,

1977), sendo utilizado etanol (70%) como veiculo.

2.4. Aplicacdo dos tratamentos

A aplicacdo dos tratamentos foi iniciada apdés estabelecimento das
plantas, cerca de 35 dias ap06s a semeadura, quando as plantas estavam
com altura aproximada de 5 cm. As solucdes foram diluidas em agua na
proporcao de 20 gotas/L de agua, aplicando-se 100 ml por vaso, sempre no
periodo da manha, até a colheita das plantas. As plantas foram colhidas aos
30 e 60 dias apos o inicio da aplicacdo dos tratamentos, tendo recebido a
mesma dosagem total dos preparados homeopaticos, sendo que as plantas
colhidas aos 30 dias receberam tratamento diario e as plantas colhidas aos
60 dias receberam os tratamentos em dias alternados.

Foi adotado o procedimento “duplo-cego”, indicado no protocolo das
experimentacfes homeopaticas (CASALI et al., 2006). Neste procedimento,
0 experimentador e o aplicador desconhecem o preparado em teste,

evitando interferéncia nos resultados.

68



2.5. Anélise biométrica

Foram avaliados os seguintes caracteres:

Altura da planta (AP) : foi obtida com régua graduada em milimetros, a
partir do nivel do solo até o apice da gema terminal.

Numero de ramos (NR) : foi realizada a contagem dos ramos

secundéarios com comprimento igual ou superior a 5 cm.

Massa da parte aérea fresca (MF): a parte aérea das plantas foi
coletada nas datas previstas, pela manhd, sendo a planta seccionada

rente ao solo e pesada imediatamente.

Massa da parte aérea seca (MS): as plantas coletadas foram
acondicionadas em sacolas de papel “kraft” e submetidas a secagem
artificial em estufa com circulacdo de ar, a temperatura de 50°C, mantida
até a obtencdo de massa constante. A pesagem foi feita em balanca

semi-analitica e os valores, expressos em gramas.

2.6. Quantificacdo de flavonoides

As plantas foram colhidas, secadas em estufa e moidas em moinho
de facas e as analises foram feitas no Laboratério de Biodiversidade do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Vigosa.

A quantificacdo de flavonoides foi feita conforme a metodologia
descrita por Peixoto Sobrinho et al. (2008), com algumas modificacdes. O
material vegetal (2,09) foi transferido para baldo fundo chato, adicionado de
25mL de metanol e levada ao aquecimento sob refluxo por 30 minutos. Os
extratos foram filtrados em algodao e transferidos quantitativamente para
baldes volumétricos de 50,0 mL. O residuo do material foi novamente
extraido com 25,0 mL de metanol, sendo o volume reunido ao inicial e

completado com metanol. Em um tubo de centrifuga foram adicionados, 8
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mL do extrato metandlico, 4,0 mL de cloroférmio e 4,0 mL de agua
deionizada, sendo esta mistura agitada e posteriormente, centrifugada por
um minuto, sendo recolhida a fase superior hidrometandlica. Uma aliquota
de 4,0 mL do extrato hidrometandlico foi transferido para baldo volumétrico
de 25 mL, adicionando-se em seguida, 0,6 mL de acido acético glacial, 8 mL
de metanol e 2,5 mL de solucdo de cloreto de aluminio hexahidratado a 8%
em metanol, sendo o volume completado com agua destilada. Apos 15
minutos de repouso a temperatura ambiente, foram realizadas as leituras em
espectrofotometro a 420 nm, sendo o aparelho inicialmente zerado
empregando-se um branco contendo todos os reagentes e substituindo o
extrato por metanol.

Os teores de flavonoides foram determinados por interpolacdo da
absorbancia das amostras contra a curva de calibracdo construida com
padrao de rutina (2 a 50 pg/mL).

Os resultados foram expressos em equivalente de rutina por g da
amostra seca e todas as analises foram feitas em triplicata. Os dados foram
interpretados por meio de analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andlise biométrica

Na Tabela 1 consta o resumo da andlise de variancia das variaveis
estudadas. Foi verificado efeito significativo da época de plantio e da época
de colheita sobre as variaveis biométricas, sendo que, neste caso, néo
houve efeito significativo da homeopatia Phosphorus. Resultados
semelhantes foram encontrados por Andrade et al. (2001) em plantas de
chamba (Justicia pectoralis), Almeida (2002) em manjericdo (Ocimum
basilicum), Duarte (2003) em mentrasto (Ageratum conizoides), Armond
(2003) em picéo (Bidens pilosa), Pedrosa (2004) em alface (Lactuca sativa),
quando tratadas com homeopatia. Espécies ndo domesticadas podem
apresentar rusticidade e potencial de crescimento mesmo em condi¢des
adversas, demonstrando equilibrio e estabilidade das caracteristicas de
crescimento.

Em todas as varidveis biométricas estudadas foram encontradas
diferencas significativas entre as plantas colhidas aos 30 e aos 60 dias, nas
duas épocas de plantio, a exce¢ado da variavel numero de ramos (NR) que
nao diferiu significativamente no plantio de verdo (Tabela 2). Este fato pode
ser explicado pelo rapido crescimento das plantas no periodo de veréo,
sendo que a estabilizacdo do numero de ramos (NR) provavelmente também

foi antecipada, conforme se pode observar na Figura 1.
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Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia das variaveis: massa da parte aérea fresca (MF), massa da parte aérea seca (MS),

altura de planta (AP), numero de ramos (NR) e teor de flavonoides (TF) em Talinum triangulare, obtidos em ensaios

realizados no periodo de junho/2007 a janeiro/2008 em Vigosa, MG

Quadrados Médios

Fontes de Variacao GL

MF MS AP NR TF
Epoca de Plantio (EP) 196528,90 ** 432526 " 23597,15 ** 408,37** 0,14 **
Homeopatia (H) 5 1194,93 ° 20,85 N® 4,55 N3 3,39N° 0,0025 N
EP x H 5 669,93 "° 8,32 N° 14,77 NS 2,20 0,014 M
Residuo (a) 36 1271,78 14,81 10,96 4,72 0,012
Epoca de Colheita (EC) 1 48734570 ** 11432,87 ** 15715,84 ** 1600,66** 0,094*
EC x EP 1 206061,90 ** 123,44 ** 1052,71 ** 1335,04** 0,051*
EC x H 5 676,82 "° 18,05 N° 16,85 N° 1,54 N5 0,0051 NS
EC X EP x H 5 115,37 NS 7,74 N5 15,84 N® 3,21 0,027 *
Residuo (b) 36 1431,35 14,33 18,55 3,98 0,0088
CV (%) Parcela 16,24 18,64 7,10 13,72 29,31
CV (%) Subparc. 17.23 18,33 9,23 12,61 24,35

** _ F Significativo a 1% de probabilidade
* - F Significativo a 5% de probabilidade

NS- F néo significativo a 5% de probabilidade
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Tabela 2 — Valores médios de massa da parte aérea fresca (MF), massa da parte aérea seca (MS), altura de planta (AP) e

namero de ramos (NR) nas respectivas combinacdes de épocas de plantio e épocas de colheita

MF(g/planta) MS(g/planta) AP (cm) NR
COLHEITA 30 DIAS 60 DIAS 30 DIAS 60 DIAS 30 DIAS 60 DIAS 30 DIAS 60 DIAS
PLANTIO 56,58 bB 291,84 aA 1,88bB 25,96 bA 14,84 bB 47,05 bA 595bB 21,58 aA
INVERNO
PLANTIO 239,83aB 286,67 aA 17,57 aB 37,13 aA 52,82aB 71,79 aA 17,54 aA 18,25 bA
VERAO

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, para cada caracteristica, ndo difere entre
si ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.



Figura 1 — Talinum triangulare: (A) Planta colhida aos 30 dias e (B) planta

colhida aos 60 dias, plantio de inverno (junho-setembro); (C)
Planta colhida aos 30 dias e (D) planta colhida aos 60 dias,

plantio de veréo (outubro-janeiro).
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O conteldo de massa das plantas frescas (MF) colhidas aos 60 dias
nao diferiu significativamente quando se comparou as duas épocas de
plantio. Entretanto, a média da massa das plantas secas (MS) foi
significativamente maior no plantio de verdo. Este resultado pode ser
explicado pelo fato de que as plantas, no plantio de inverno, mantiveram
maior quantidade de folhas (Figura 1).

A partir dos dados biométricos podem se ampliar os conhecimentos a
respeito da biologia da planta, permitindo o desenvolvimento de técnicas de
manejo das espécies ou estimando, de forma bastante precisa, as causas da
variagdo de crescimento entre plantas geneticamente diversas ou entre
plantas crescendo em ambientes diferentes (CASTRO et al., 1999; SILVA et
al., 2002). A determinacéo das variagcfes ritmicas estacionais nas fases da
planta fornece dados importantes no cultivo de espécies pouco utilizadas
(PICCOLO; GREGOLIM, 1980). Este € o caso de T. triangulare e outras
espécies medicinais que ainda necessitam estudos do ponto de vista
fitotécnico.

Entre as caracteristicas ambientais que influenciam o crescimento o
fotoperiodo ou duracdo dos dias é um dos fatores determinantes de muitas
respostas fisioldgicas, tais como a iniciacao floral, germinacdo de sementes,
crescimento vegetativo, enraizamento, formacdo e desenvolvimento de
orgdos de reserva, senescéncia, abscisdo e dorméncia de gemas
(THOMAS; VINCE-PRUE, 1997).

Além do fotoperiodo, a intensidade da luz € importante fator no
desenvolvimento vegetal (CAVINS; DOLE, 2001). Como comprimento do
periodo luminoso varia em funcdo da latitude, pode ocorrer o
desenvolvimento de ecotipos fisiologicos baseados na variagdo da resposta
ao fotoperiodo.

Thomas & Vince-Prue (1997) mostraram as vantagens adaptativas
que o fotoperiodismo confere aos organismos sendo que as espécies podem
responder qualitativamente ou quantitativamente em relagcédo ao fotoperiodo.
Bernier (1988) acredita que na maioria das espécies a resposta €
influenciada pela idade da planta e pelas condicdes de crescimento a que
sdo submetidas. Nas regifes tropicais, diferentemente do que ocorre nas

grandes latitudes, as variacdes sazonais do fotoperiodo e da temperatura
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sdo pouco evidentes. No entanto, h& varios registros de espécies nativas
nos tropicos com sensibilidade a esses dois fatores e de acordo com
alteracdes encontradas ao longo do ano, comportam-se como plantas de
dias longos ou curtos, absolutas ou com respostas quantitativas (ALEIXO;
VALIO, 1976; STUBBLEBINE et al., 1978; ZAIDAN et al., 1991).

Os resultados obtidos no presente estudo com T. triangulare,
concordam com a resposta de crescimento favoravel de plantas nativas ao
fotoperiodo mais longo, como verificado em plantas de Dioscorea delicata
(CHU, 1989), Dalbergia miscolobium (SASSAKI et al., 1996), Diplusodon
virgatus (CESARINO et al., 1998), Viguiera robusta (RUGGIERO; ZAIDAN,
1997), Miconia albicans (CARREIRA; ZAIDAN, 2003), Cissus verticillata
(SILVA et al., 2007).

3.2.  Analise do teor de flavonoide

A Figura 2 mostra a curva de calibracdo com solugcbes de rutina na
faixa de concentracdes de 2,0 a 50,0 ug/mL. O valor do coeficiente de
determinacao obtido (r? = 0,9993) indicou linearidade satisfatéria, na faixa de

2,0 a 50,0 pg/mL de rutina.

Curva Padrao flavonéides (Rutina)

0,8 1
<
S 06 1
<_réj
2 o y = 0,0179x - 0,021
< 02l r*=0,9993

0 - . . . . .
0 10 20 30 40 50 60

Concentragdo (ug/mL)

Figura 2 — Curva de calibragcdo de rutina utilizada na determinacdo

espectrofotométrica de flavonoides totais, a 420 nm.
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A andlise de variancia dos dados encontra-se na Tabela 1 e mostra o
efeito significativo da época de plantio (EP), de colheita (EC) bem como a
interacdo entre época de plantio, de colheita e aplicacdo da homeopatia nos
teores de flavonoides. As épocas de plantio e de colheita das plantas
causaram alteracdes na producédo de flavonoides em T. triangulare, sendo
gue o menor teor médio de flavonoide foi observado nas plantas colhidas
aos 60 dias, no periodo do verdo e a maior concentracao foi verificada aos
30 dias, no periodo de inverno (Figura 3). A maior concentracdo de
principios ativos em folhas jovens pode ser uma estratégia de defesa, devido
a estrutura macia, que as tornam atrativas aos ataques de pragas e doencas
(LIU et al., 1998).

Variacbes sazonais significativas no teor de flavonoides também
foram constatadas em folhas de Maytenus aquifolium, sendo que neste caso
a menor producdo deste metabdlito ocorreu nas estagcbes com fotoperiodo
bem definido (YARINAWE et al., 2005).

0,5000 -
0,4500 1 94335 4 4974
0,4000 -
0,3500 -
0,3000 -
0,2500 -
0,2000 -
0,1500 -
0,1000 -
0,0500 -
0,0000

0,4011

0,2919

@ Colheita 30 dias
O Colheita 60 dias

Teor de flavonoéide

Inverno Verao

Figura 3 — Valores médios do teor de flavonoide (mg de equivalente de rutina
/g de amostra seca) da parte aérea de plantas de Talinum
triangulare, em duas épocas de plantio (inverno e verdo) e duas
épocas de colheita (30 e 60 dias). Vigcosa, MG, 2008.

De acordo com Mann (1995), os metabdlitos secundarios podem ser

ativados durante determinado estagio de crescimento e desenvolvimento,
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conforme ocorreu T. triangulare, em que o ambiente de cultivo exerceu
influencia sobre a producao de flavonoides.

Quando se considera o ambiente de -cultivo, o fotoperiodo é
considerado uma das principais variaveis que influenciam a producdo de
metabdlitos secundarios (SILVA et al., 2006). Estudo desenvolvido por Voirin
et al. (1994) com Mentha piperita, demonstrou o efeito do fotoperiodo sobre
o padréo de flavonoides, onde observou-se que em condi¢cdes de dias
longos, o principal flavonoide acumulado foi a pebrelina, e em condi¢des de
dias curtos, a gardenina. Dias longos também aumentaram o teor de
compostos fendlicos e de monoterpenos, respectivamente, em Origanum
vulgare e O. syriacum (DUDAI et al., 1992). Em Bacharis trimera, o teor de
flavonoides expressos em rutina foi incrementado em plantas colhidas no
verdo em relagéo a plantas colhidas no inverno e na primavera (BORELLA et
al., 2001, MELLO et al., 2000). Silva et al. (2006) também avaliaram o teor
de flavonoides em populacdes silvestre e cultivada de B. trimera e
constataram aumento no teor de flavona nas plantas coletadas no periodo
de verdo (estacdo umida).

No plantio de verao, o teor de flavonoide das plantas tratadas com a
homeopatia Phosphorus 3CH, 12CH e 30CH nao diferiu significativamente,
quando comparadas as duas épocas de colheita (30 e 60 dias) (Tabela 3).
Comparando-se as plantas colhidas aos 60 dias nas duas épocas de plantio
(Tabela 4), também se observa que os teores de flavonoides nao diferiram
significativamente nas plantas que receberam Phosphorus, nas potencias
3CH, 12CH e 30CH.

Como os menores teores de flavonoide foram encontrados nas
plantas colhidas aos 60 dias, no plantio de verdo, observa-se que as plantas
responderam a aplicacdo da homeopatia Phosphorus alterando o plano
dindmico e consequentemente o metabolismo secundario, equilibrando o
teor de flavonoides destas plantas. O plano dinamico € entendido como a
forga vital que ordena todos os aspectos da vida do organismo, adaptando-o
a todas as influencias ambientais por meio do mecanismo de defesa
(VITHOULKAS, 1981).
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No plantio de inverno s6 houve diferenca significativa entre as épocas
de colheita nas plantas que receberam a homeopatia Phosphorus 30CH
(Tabela 3).

Considerando que foram utilizadas plantas saudaveis, as diferencas
significativas encontradas nos tratamentos com os preparados homeopaticos
Phosphorus 6CH e 100CH (colheita 60 dias) e 12CH (colheita 30 dias)
(Tabela 4), podem ser consideradas patogenesias, que € o0 conjunto de
sinais do organismo sadio ao experimentar determinada substancia
homeopatizada (CASALI et al., 2006).

Tabela 3 — Valores médios do teor de flavonoide (mg de equivalente de
rutina/g de amostra seca) da parte aérea de plantas de Talinum
triangulare, tratadas com preparados homeopaticos, em duas
épocas de plantio (inverno e verao) e duas épocas de colheita
(30 e 60 dias). Vicosa, MG, 2008

Plantio de inverno Plantio de verdo
Tratamento Colheita Colheita Colheita Colheita

30dias 60dias 30dias 60dias
Phosphorus 3CH 0.430 a 0.334 a 0.459 a 0.337 a
Phosphorus 6CH 0.420 a 0.498 a 0.457 a 0.237b
Phosphorus 12CH 0.454 a 0.422 a 0.285 a 0.307 a
Phosphorus 30CH 0.475 a 0.331b 0.384 a 0.361 a
Phosphorus 100CH 0.424 a 0.440 a 0.402 a 0.252 b
Testemunha 0.398 a 0.480 a 0.420 a 0.263 b

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula na linha, em cada
época de plantio, ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey.

O vegetal, assim como todo organismo vivo, possui 0 mecanismo de
defesa constantemente enfrentando estimulos tanto de fontes internas como
de fontes externas. Este mecanismo de defesa é responsavel pela
manutencado do estado de homeostase, isto &, o estado de equilibrio entre os

processos que tendem a manté-lo em ordem (VITHOULKAS, 1981).
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Tabela 4 — Valores médios do teor de flavonoide (mg de equivalente de

rutina/g de amostra seca) da parte aérea de plantas de Talinum

triangulare, tratadas com preparados homeopaticos, colhidas

aos 30 e 60 dias, em duas épocas de plantio (inverno e verao).

Vigosa, MG, 2008.

Colheita 30dias Colheita 60dias
Tratamento Plantio de Plantio de Plantio de  Plantio de
inverno Verao inverno Verao
Phosphorus 3CH 0.430 Aa 0.459 Aa 0.334 Aa 0.337 Aa
Phosphorus 6CH 0.420 Aa 0.457 Aa 0.498 Aa 0.237 Ab
Phosphorus 12CH 0.454 Aa 0.285 Ab 0.422 Aa 0.302 Aa
Phosphorus 30CH 0.475 Aa 0.384 Aa 0.331 Aa 0.361 Aa
Phosphorus 100CH 0.424 Aa 0.402 Aa 0.440 Aa 0.252 Ab
Testemunha 0.398 Aa 0.420Aa 0.480 Aa 0.263 Ab

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mailscula na coluna e pelo
menos uma mesma letra mindscula na linha, em cada época de colheita, ndo
diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

As preparacdes homeopaticas atuam no mecanismo de defesa dos
organismos vivos (HAMLY, 1979). De acordo com Zacharias (2006), a
hipétese mais aceita do modo de acdo da homeopatia preconiza que o foco
deixa de ser o0 agente medicamentoso e passa a ser a dinamica da resposta
ao estimulo efetivo. A informacdo contida na homeopatia é preservada
devido ao mecanismo de memdria sistémica presente nos sistemas
dindmicos, tanto organicos quanto inorganicos (BELLAVITE, 2002).

Dinamizagdes de Phosphorus exerceram efeito sobre o crescimento e
o teor de 6leo essencial das plantas de Eucalyptus globulus, sendo que a
dinamizacdo 3CH e 12CH promoveram maior incremento (DUARTE, 2007).
Armond (2007) estudou o efeito de preparados homeopaticos em espécies
medicinais e constatou o aumento no teor de flavonoides em plantas de
Acmella oleraceae que receberam a homeopatia Phosphorus 5MFC.

Segundo Duarte (2007) as plantas, cujo crescimento é limitado ao
ciclo anual, percebem a homeopatia como fator externo, indutor da defesa,
logo, respondem com oscilacbes no crescimento e principalmente na

producdo de metabolitos secundarios. Como foi verificado nesta pesquisa, a
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biossintese de flavonoides em T. triangulare foi influeciada pela homeopatia
Phosphorus, cujas dinamiza¢des 3CH, 12 CH e 30CH aumentaram o teor de
flavonoides em plantas cultivadas no verao e colhidas aos 60 dias.

Os resultados obtidos mostram que a homeopatia tem importante
contribuicdo no cultivo de plantas medicinais, principalmente com relacdo a
biossintese de metabdlitos secundarios, corroborando com resultados

encontrados por outros autores.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da homeopatia
Phosphorus, bem como a influéncia da época de plantio e colheita, no
crescimento e teor de flavonoides, em plantas de Talinum triangulare. As
plantas foram propagadas por meio de sementes e 0s experimentos
conduzidos em duas épocas (inverno e verdo), instalados em parcelas
subdivididas, tendo nas parcelas a época de plantio e nas subparcelas as
épocas de colheita (30 e 60 dias ap0s o inicio da aplicagdo dos tratamentos),
no delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. Os
tratamentos constaram da aplicacdo da homeopatia Phosphorus (3CH, 6CH,
12CH, 30CH, 100CH) e testemunha (4gua dinamizada). Foram
determinadas as seguintes variaveis: altura de planta, nimero de ramos,
peso da massa fresca, peso da massa seca e teor de flavonoide. Os teores
de flavonoide foram estabelecidos por técnica espectrofotométrica, apos
extracao e purificacdo da fracéo flavonoidica, empregando reacdo com AIClj3,
sendo as andlises feitas em triplicata e os resultados expressos em
equivalente de rutina, analisados estatisticamente. Foi verificado efeito
significativo da época de plantio e da época de colheita sobre as variaveis
biométricas, sendo que, neste caso, ndo houve efeito significativo da
homeopatia Phosphorus. A maior producdo de biomassa ocorreu no plantio
de verédo, nas plantas colhidas aos 60 dias e a menor producao foi verificada
no plantio de inverno, em planats colhidas aos 30 dias. A biossintese de
flavonoides em plantas de T. triangulare, foi influenciada pela época de

plantio e de colheita das plantas, cujo menor teor foi verificado no periodo de
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verdo em plantas colhidas aos 60 dias. A homeopatia Phosphorus
influenciou a biossintese de flavonoides, promovendo interagéo significativa
entre época de plantio, época de colheita e homeopatia, permitindo concluir
que as dinamizac¢des 3CH, 12 CH e 30CH aumentaram o teor de flavonoides

em plantas cultivadas no verdo e colhidas aos 60 dias.
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CAPITULO IV

FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Talinum
triangulare (Jacq.) Willd

1. INTRODUCAO

As plantas tém a capacidade de biossintetizar significativa diversidade
de metabolitos secundarios em varias propor¢cdes, dependendo do habitat,
do regime de chuvas, da insolacdo, do solo, enfim, das caracteristicas
edafoclimaticas (SANTOS et al., 2006; ANDRADE et al., 2007; BLANK et al.,
2007). Entretanto, algumas substancias quimicas s&o bastantes
caracteristicas em determinado vegetal, e desta forma podem servir como
marcadores quimicos da caracterizacdo e identificacdo (CESAR et al., 2007;
MIGLIATO et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008).

Entre os metabdlitos secundarios, o0s compostos fendlicos
desempenham importantes funcdes nos vegetais tais como protecédo contra
insetos, fungos, virus, bactérias e raios ultravioleta. Ha inclusive certas
espécies vegetais que biossintetizam compostos fendlicos que inibem o
crescimento de outras plantas competidoras (acdo alelopética). Esses
compostos sao sintetizados a partir de duas rotas metabolicas principais: as
vias do &acido chiquimico e do acetato-malonato (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Estudos tém demonstrado que o contetudo de fendis pode variar de acordo
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com a parte da planta e em fungéo das caracteristicas do ambiente (SILVA
et al., 2007; FREITAS et al., 2004, PEIXOTO SOBRINHO et al., 2008;
YARIWAKE, 2005).

Além da importancia na protecdo das plantas contra fatores
ambientais e bidticos adversos, acredita-se que os compostos fendlicos
tenham sido fundamentais na propria conquista do ambiente terrestre pelas
plantas. Esse € o caso da classe de compostos denominada lignina, a qual
proporciona o desenvolvimento do sistema vascular, dando rigidez aos
vasos. De modo coerente com essa hipotese, plantas primitivas que habitam
principalmente ambientes umidos, como bridfitas e pteriddfitas, sédo pobres
em compostos fendlicos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Recentemente, o interesse
pelos beneficios dos polifendis, principalmente os flavonoides, tém
aumentado por causa do seu largo espectro de atividade bioldgica, como
pela sua capacidade antioxidante (PIETTA, 2000; MARTINEZ-FLOREZ et
al., 2002).

Antioxidantes sao substancias que retardam ou previnem
significativamente a oxidag&o de lipidios ou outras moléculas ao inibirem a
iniciagdo ou a propagacdo da reacdo de oxidacdo em cadeia, além de
prevenirem ou repararem danos ocasionados as células pelas espécies
reativas de oxigénio (AL-MAMARY et al., 2002; MOREIRA et al., 2002;
CHANWITHEESUK et al., 2005; LIMA et al., 2006). Os antioxidantes séo
capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataguem 0s
alvos biolégicos nas células, diminuindo o0 estresse oxidativo e a
consequente destruicdo tissular (ATOUI et al., 2005; BARREIROS et al.,
2006). De acordo com HALLIWELL (2000), “antioxidante é qualquer
substancia que, quando presente em baixa concentracdo comparada a do
substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a
oxidagdo do mesmo”. Segundo DUARTE-ALMEIDA et al. (2006), estas
substancias retardam ou inibem os processos oxidativos por mecanismos
diversos, como inibicdo de radicais livres e complexacdo com metais.

Radicais livres (RL) e espécies reativas de oxigénio (EROs)
desempenham funcdo fundamental no metabolismo celular, no entanto,

gquando em excesso, podem gerar estresse oxidativo, causando danos ao
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DNA, ou podem oxidar lipidios e proteinas, resultando em alteragcbes
teciduais responsaveis por diversas patologias, incluindo o cancer (DROGE,
2002, SOUSA et al., 2007). A producao de radicais livres € controlada, nos
seres vivos, por diversos compostos antioxidantes, os quais podem ter
origem enddgena, ou serem provenientes da dieta alimentar e outras fontes.
Entre os antioxidantes mais conhecidos estdo as vitaminas C, E e os
flavonoides (DEVLIN et al., 2003, VALKO et al., 2004; EL-AGAMEY et al.,
2004; OMONI; ALUKO, 2005, SOARES et al.,, 2005), que atuam como
captadores de espécies reativas de oxigénio (ANDRADE et al., 2007) e por
sua capacidade de participarem de reacdes de oxi-reducdo (ASOLINI et al.,
2006; BASILE et al.,, 2005). Desta forma, os compostos fendlicos agem
como antioxidantes ndo somente pela sua habilidade em doar hidrogénio ou
elétrons, mas também por causa de seus radicais intermediarios estaveis,
que impedem a oxidacao de vérios ingredientes do alimento, particularmente
de acidos graxos insaturados (CUVELIER et al., 1992; MAILLARD et al.,
1996). Os flavonoides e outros derivados fendlicos também sdo conhecidos
por atuarem de forma sinérgica com outros antioxidantes como as vitaminas
C e E (EL-AGAMEY et al., 2004).

Atualmente muitos pesquisadores tém realizado estudos com plantas
medicinais devido a concentracdo de compostos fendlicos, principalmente
pela capacidade antioxidante atribuida aos flavonoides (OBOH, 2006;
KATALINIC et al., 2006; WONG et al., 2006; PIETTA, 2000; MARTINEZ-
FLOREZ et al., 2002; CAl et al., 2004; MENSOR et al., 2001; ABAS et al.,
2006; SOUSA et al., 2007, IWALEWA et al., 2005; WONG et al., 2006;
BOSCOLO et al., 2007). Entretanto, resultados de pesquisa mostarm que ha
grande variacdo com relagdo a este potencial antioxidante e alguns
pesquisadores ndo concordam com a atividade antioxidante atribuida
somente aos flavonoides. Bouayed et al. (2007) afirmaram que o0s
compostos fendlicos totais foram os principais responsaveis pela atividade
antioxidante de espécies medicinais, enquanto os flavonoides totais
mostraram baixa relagdo com a capacidade antioxidante. Outros resultados
também confirmam a hipotese de que os compostos fendlicos contribuem de
forma significativa com a atividade antioxidante de plantas medicinais
(ANDRADE et al., 2007; CAl et al., 2004; DJERIDANE et al., 2006; TANG et
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al., 2004; WONG et al., 2006; BRIGHENTE et al., 2007). Este fato indica que
a atividade da planta esta associada a suas moléculas em estado natural
(fitocomplexo). A eficacia global do fitocomplexo €, muitas vezes, mais
importante do que aquela da molécula isolada.

As metodologias mais comuns de determinar a atividade antioxidante
de modo pratico, rapido e sensivel envolvem um radical cromoforo,
simulando as espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo o radical livre
DPPH® (1,1-difenil-2-picrilhidrazina) um dos mais utilizados. O radical livre
DPPH®, croméforo muito estavel, com um pico de absor¢cdo maxima no
comprimento de onda de 517 nm, apresenta coloracdo violeta intensa
(BLOIS, 1958; ARNAO et al., 2000). A medida que o DPPH*® é reduzido
pelos componentes presentes na solucéo teste, ha mudanca da coloracéo
da solucédo original que passa de violeta intensa a amarela, proporcional a
concentracdo da substancia com potencial antioxidante presente, podendo
ser medida espectrometricamente (BLOIS, 1958).

Talinum triangulare € usada na alimentacdo (LUCAS, 1988; BRASIL,
2002) e na medicina tradicional (FONTEM; SCHIPPER, 2004; AGRA et al.,
2008; MORS et al., 2000). Segundo Fasuyi, 2007, a espécie contém altos
niveis de Ca, Na, K, Mg, P e até mesmo Fe, mineral deficiente em muitas
dietas. Além dos minerais, o0 alto teor de proteina e vitamina C revela o
grande potencial nutricional desta espécie (AREMU; UDOESSIEN, 1990;
FASUYI, 2006). A bioprospeccdo do extrato etandlico de caule e folhas de
Talinum triangulare revelou a presenca de flavonoides, alcalbides,
cumarinas, triterpenos, esteroides (RONCHI et al., 2007). Estas informacdes
reforcam a necessidade de estudo da espécie T. triangulare com relacdo a
seu potencial antioxidante.

Este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da época de
plantio e de colheita no teor de polifenois totais e avaliar a capacidade

antioxidante de Talinum triangulare.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencédo das amostras

As amostras de T. triangulare foram obtidas de plantas cultivadas em
duas épocas (outono-inverno e primavera-verao) em casa de vegetacao
(com telado de sombrite 30% e cobertura de filme plastico transparente de
polietileno), do Departamento de Fitotecnia da UFV, em Vigcosa, MG. Os
ensaios foram conduzidos no delineamento inteiramente casualizado, com 4
repeticbes, no esquema fatorial 2x2 (2 épocas de plantio e 2 épocas de
colheita).

As plantas foram propagadas por meio de sementes e o plantio foi
feito em vasos de polietilieno com capacidade de 6L, tendo como substrato
terra, areia e humus de minhoca, nas proporcdes de 3:2:1.

A colheita das plantas, nas duas épocas, ocorreu aos 30 e aos 60
dias, contados a partir do estabelecimento das plantulas, ou seja, quando
tinham em torno de 5 cm de altura. As plantas foram cortadas rentes ao solo,
secadas em estufa e moidas em moinho de facas.

Foram avaliados o teor de fendlicos totais (FT) e a atividade
antioxidante das amostras de T. triangulare. Os dados foram interpretados
por meio de analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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2.2. Quantificacdo de fendlicos totais nas amostras vegetais

A quantificacdo de fendlicos presentes nas amostras foi realizada pelo
meétodo Folin-Ciocalteu, conforme as metodologias descritas por Andrade et
al. (2007) e Sousa et al. (2007), com algumas modificacées. As amostras
pulverizadas (1,0 g) foram transferidas a baldo de fundo chato, adicionado
de 200 mL de agua destilada e levado ao aquecimento sob refluxo por 30
minutos. Apds 0 aquecimento, o extrato foi resfriado e transferido ao balédo
volumétrico de 250 mL, completando-se o volume com agua. O extrato foi
deixado em decantacdo e posteriormente filtrado em papel de filtro
qualitativo. Foram descartados os primeiros 10 mL do filtrado, empregando-
se o restante na quantificacdo de polifendis totais. Uma aliquota de 10,0 mL
deste filtrado foi transferida ao baldo volumétrico de 50 mL, completando-se
o volume com &gua. Posteriormente, 1,0 mL desta ultima diluicdo foi
transferido ao tubo de ensaio, adicionando-se em seguida 7,5 mL de agua.
ApoOs agitacdo, adicionou-se 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu,
misturando-se novamente por agitacdo. Apds trés minutos a adicdo do
reagente, adicionou-se 1,0 mL da solugéo de carbonato de sodio a 15% pl/v.
A solucdo, depois de homogeneizada, foi deixada em repouso por 30
minutos, sendo determinada a absorvancia em 760 nm, no
espectrofotometro. O teste em branco foi realizado utilizando-se éagua
destilada em substituicdo ao extrato aquoso. Em todas as amostras foram

realizadas analises em triplicata.

2.3. Curva de calibracdo dos fendlicos totais

Em um baldo volumétrico de 100mL foram solubilizados 50,0 mg de
acido tanico em agua. Posteriormente, foram transferidos 5,0 mL desta
solucdo a outro baldo volumétrico de 100 mL, avolumando-se com &gua.
Aliquotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,2 mL desta ultima solugéo,
correspondente a 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; e 0,30 ug/mL de acido tanico,

respectivamente, foram transferidas a tubos de ensaio, em triplicata. A cada
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tubo de ensaio acrescentou-se agua, reagente de Folin-Ciocalteu e solucéo
de carbonato de sddio a 15%, de acordo com a Tabela 1.

As solucdes, depois de homogeneizadas, foram deixadas em repouso
por 30 min., sendo determinada a absorvancia em 760 nm, no
espectrofotometro. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
regressao linear, pelo método dos minimos quadrados, sendo calculada a

equacdo da reta e o coeficiente de determinacao (r?).

Tabela 1 — Concentragbes das solucbes referéncias de acido tanico
utilizadas na construcdo da curva de calibracdo de fendlicos

totais por espectrofotometria

Solugéo H,O Reagente de Solugcéo Na ,CO3 a
Tubos  Padrdo (mL) Folin- Ciocalteu 15% (mL)
(mL) (mL)
1 0,2 8,3 0,5 1,0
2 0,4 8,1 0,5 1,0
3 0,6 7,9 0,5 1,0
4 0,8 7,7 0,5 1,0
5 1,0 7,5 0,5 1,0
6 1,2 7,3 0,5 1,0

2.4. Atividade antioxidante

A acdo antioxidante foi analisada pela capacidade dos antioxidantes
presentes nas amostras captarem o radical livre DPPH® (1,1-difenil- 2-
picrilhidrazina), conforme as metodologias descritas por Vicentino e
Menezes (2007) e Sousa et al. (2007), com algumas modificacbes. A
solucdo de DPPH® possui coloracédo roxa intensa e a agdo antioxidante do
extrato pode ser visualizada pelo progressivo descoloramento da solucéo,
que ao final torna-se amarelada. Esse método baseia-se na reducdo do
DPPH?®, avaliada por meio da diminuicdo da absorbancia, a presenca de
compostos capazes de doar hidrogénios ou sequestrar o radical permitindo
calcular a concentracdo eficiente (CEso), quantidade de antioxidante

necessaria para reduzir 50% do DPPH® apdés o equilibrio da reacéo.
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2.4.1. Preparacgéao dos extratos

Os extratos foram preparados por maceracao, utilizando 10g da
amostra seca e triturada e 150 mL de metanol, mantido por 48 horas a
temperatura ambiente. ApOs este periodo os extratos foram filtrados,
concentrados em evaporador rotativo e armazenados ao abrigo da luz até a

realizacdo dos testes.

2.4.2. Determinacao da concentracao eficiente (CE  sp)

A determinacdo da CEsp foi realizada a partir do extrato de uma
amostra representativa composta por partes iguais da matéria-prima vegetal
das 16 amostras de T. triangulare em estudo. Neste teste foram preparadas
diluicbes do extrato com 100, 80, 50, 30 e 10 yg/mL. A determinacdo da
CEso foi obtida por regresséo linear dos pontos plotados graficamente, onde
a ordenada representa a atividade antioxidante (%) das amostras, resultante
de trés determinacdes e a abscissa, a concentracao do extrato (ug/mL).

2.4.3. Teste antioxidante

As solucdes reativas foram preparadas adicionando-se 1mL de
solucdo 0,06 MM de DPPH® em metanol a 2,5 mL de solucdes dos extratos
diluidos em metanol. No experimento foi empregado um branco substituindo
1mL da solucédo de DPPH® por metanol. A este foram acrescentados os
extratos diluidos nas mesmas concentragbes das amostras. Uma solucao
controle foi preparada com 1 mL de DPPH® e 2,5 mL de metanol. Trinta
minutos apo6s a adicdo da solugdo de DPPH® as amostras, foi feita a leitura
em espectrofotdmetro de Ultravioleta UV-vis Shimadzu UV 1601, em 515nm.
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Os valores de absorbancia em todas as concentragdes testadas foram
convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA), determinada

pela Equacéo:
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ABScontrole — (ABSamostra — ABSbranco)
x 100

%AA =
ABScontrole

onde:
ABScontrole é a absorbancia inicial da solucdo metandlica de DPPH® e
ABSamostra € a absorbancia da mistura reacional (DPPH® + amostra).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Quantificacdo de compostos fendlicos

A Figura 1 mostra a curva de calibracdo de &cido tanico na faixa de
concentracéo de 0,05 a 0,3 pg/mL, cujo coeficiente de determinagao obtido
(r> = 0,998) indicou linearidade satisfatéria na faixa estudada.

O conteddo de polifendis totais em Talinum triangulare variou
significativamente entre as épocas de plantio e de colheita das plantas
(Tabela 2). Maiores teores foram verificados no plantio de inverno e na
colheita aos 30 dias onde a média de producdo atingiu, respectivamente,
0,192 e 0,186 mg de equivalente acido tanico (EAT) por gramas de amostra
seca (Tabela 3).

N&o ha relatos na bibliografia, sobre as flutuagbes sazonais da
composicdo quimica de T. triangulare. A producédo de polifendis em T.
triangulare ndo parece estar relacionada somente com a estagéo do ano, ja
que, embora tendo produzido maiores teores no plantio de inverno, também
foi verificada diferenca significativa entre as épocas de colheita, cujos
valores foram maiores nas plantas colhidas com 30 dias (Tabela 3).
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Curva Padr&o Polifenois (Ac.Tanico)
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Figura 1 — Curva de calibracdo de acido tanico utilizada na determinacao

espectrofotométrica de polifendis totais, a 760 nm.

Tabela 2 — Resumo da andlise de variancia do teor de polifendis e da

atividade antioxidante de plantas de Talinum triangulare,

cultivadas no inverno e verdo, colhidas aos 30 e 60 dias, em

ensaios realizados no periodo de junho/2007 a janeiro/2008 em

Vicosa, MG
Quadrado Médio

Fontes de Variacao GL Teor de Capacidade

Polifendis antioxidante
Epoca de plantio (EP) 1 0,495~ 71,74%
Epoca de colheita (EC) 1 0,225" 625,25**
EC x EP 1 0,810M° 368,44**
Residuo 12 0, 408 17,81
CV (%) 11,560 9,637

** - F Significativo a 1% de probabilidade
NS- F néo significativo a 5% de probabilidade
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Tabela 3 — Teor de polifendis totais (mg de EAT/g de amostra seca) da parte
aérea de plantas de Talinum triangulare, em duas épocas de
plantio (inverno e verdo) e duas épocas de colheita (30 e 60
dias). Vicosa, MG, 2009

Epoca de colheita

Epoca de plantio Média
30 dias 60 dias

Inverno 0,204 0,180 0,192 a

Verao 0,168 0,145 0,157 b

Média 0,186 A 0,163 B

Médias seguidas da mesma letra, mailscula na linha e minascula na coluna, ndo
estatisticamente entre si, pelo teste F a 1% de probabilidade.
EAT = equivalente de acido tanico.

Resultados semelhantes foram obtidos com Smilax campestris, onde
a producao de fendis totais nas folhas e nos rizomas apresentou ritmos de
producdo bem definidos de acordo com o estado fenoldgico, indicando
producdo maxima durante o més de julho, que corresponde a floracéo
(RUGNA et al., 2007). Quando comparou folhas jovens e folhas adultas de
S. campresteis, Rugna et al. (2008) detectaram diferencas quantitativas na
concentracdo de polifendis, sendo que a producdo em folhas jovens é 15%
maior que em folhas adultas.

Estudos realizados na Africa do Sul com varias espécies de plantas
demonstraram, de maneira geral, que os teores de taninos e fendis totais
foram maiores em todas as espécies durante a estacdo de crescimento
(SCOGINGS et al.,, 2004). O mecanismo de maior concentracdo de
principios ativos em folhas jovens provavelmente € estratégia programada
de defesa, que evolui de modo que a folha jovem seja protegida por
produtos quimicos de defesa durante seu desenvolvimento ontogénico
normal, pois possuem estrutura fisica macia, que as tornam atrativas aos
ataques de pragas e doencas (SCOGINGS et al., 2004; LIU et al., 1998).

Diferencas nos teores de compostos fendlicos em funcdo das
caracteristicas ambientais também foram obtidos com outras espécies
medicinais. Silva et al. (2007) estudaram populacdes cultivadas e silvestres

de Baccharis trimera e concluiram que maiores teores de fendis totais foram
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encontrados entre os meses de maio e outubro na populagéo cultivada e de
junho a setembro na silvestre. Menores teores de fendis totais ocorreram na
época mais Umida, com maiores temperaturas e no periodo de intenso
crescimento vegetativo.

Souza (1998), trabalhando com Plantago major, detectou maior
contedado de fendis em ramos que em raizes, onde a diferenca foi mais
expressiva durante a fase reprodutiva. No sistema radicular, o teor de
fendlicos ndo alterou em varios niveis de luz e as fases de crescimento da
planta.

Yariwake et al. (2005) concluiram que, em Maytenus aquifolium,
fendlicos totais sdo produzidos em menor concentracdo em estacdes com
fotoperiodos bem definidos: inverno (dias curtos e noites longas) e verao
(dias longos e noites curtas), enquanto que a maior producdo destes
metabolitos esta correlacionada as estagcdes com diferenga menos nitida na
duracéo dos dias e noites (primavera e outono). Esta tendéncia € coerente
com a funcdo fotoprotetora dos fendlicos na defesa das plantas
(HARBORNE; WILLIANS, 2000).

O conjunto de compostos secundarios nas plantas é resultado do
balanco entre formacdo e eliminacdo desses compostos durante o
crescimento da planta, sendo que esse equilibrio é influenciado por fatores
genéticos (que sao fixos) e ambientais (GOTTIEB, 1982; LUCKNER, 1990).
As variagbes sazonais como foto-periodo, intensidade Iluminosa e
temperatura podem alterar significativamente os teores de varios grupos
fendlicos, quando monitoradas nas estacdes do ano (YAO et al.,, 2005),
conforme resultados obtidos deste trabalho com T. triangulare.

A concentragdo de fendlicos em tecidos vegetais muda de acordo
com a taxa de biossintese e degradacdo. Ela pode ser influenciada pelo
equilibrio hormonal ou controlada diretamente por enzimas e também pelo
balanco do substrato enzimatico (SIQUEIRA et al., 1991). Outros fatores
como teor de carboidratos, nutricdo e qualidade da agua, podem influenciar
na sintese de fendlicos, além da mudanca de concentracdo em relacdo ao
tipo de composicéo fendlica, de espécies vegetais, a fase de crescimento e a
parte da planta avaliada. Condicdes de estresse também podem influenciar

a liberagédo de polifendis dos vacuolos, bem como a nova sintese de fenois
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(McCONCHIE et al., 1994). Por exemplo, grupos de fendlicos como acido
fertlico e &cido p-cumarico, sdo comumente encontrados nas raizes,
enquanto isoflavonoides sdo predominantemente observados nas folhas e

menos em peciolos, caules e raizes (SIQUEIRA et al., 1991).

3.2. Determinacao da CE s

A capacidade de sequestrar o radical DPPH®, expressa em
porcentagem de inibicdo, exibida pelo extrato metanolico da amostra
composta, nas concentracbes de 100, 80, 50, 30 e 10 pg/mL, esta
representada na Figura 2. O valor da CEsp obtido pela equacao da reta [y =
0,6309x + 10,249 (r* = 0,9958)] foi de 63 pg/mL. Este valor expressa a
quantidade de antioxidante necessaria ao reduzir em 50% a concentracao
inicial de DPPH® e foi utilizado como base na escolha da concentragéo

utilizada nos testes das amostras.

3.3. Atividade antioxidante

A capacidade de seqiestrar o radical DPPH®, expressa em percentual
de inibicdo, exibida pelos extratos metandlicos de T. triangulare, na
concentracdo de 80 pg/mL, encontra-se na Tabela 4. A atividade
antioxidante variou significativamente entre as épocas de plantio e de
colheita das plantas, atingindo 56,97% nos extratos de plantas produzidas
no inverno e colhidas aos 30 dias apds o plantio. Este resultado permite
inferir que o perfil de polifendis pode influenciar a acdo antioxidante, ja que

0s maiores teores foram obtidos nas mesmas amostras (Tabela 3).
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Figura 2 — Atividade antioxidante do extrato metanolico da amostra
composta de T. triangulare.

Tabela 4 — Atividade antioxidante (%) do extrato metandlico (80 pg/mL), de
plantas de Talinum triangulare originadas de duas épocas de
plantio (inverno e verdo) e duas épocas de colheita (30 e 60
dias), testadas pela metodologia do radical livre estavel DPPH.
Vicosa, MG, 2009

Epoca de colheita

Epoca de plantio

30 dias 60 dias
Inverno 56,97 aA 34,87 bA
Verao 43,13 aB 40,23 aA

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na linha e maiuscula na coluna,
nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Varios autores tém demonstrado, de forma conclusiva, a forte relacao
positiva entre o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante de frutas e
hortalicas (ABIDILLE et al., 2005; KAUR; KAPOOR, 2002; VELIOGLU et al.,
1998; VISON et al., 1998), enquanto que outros autores nao tém
evidenciado esta correlacdo (ISMAIL et al., 2004; KAHKONEN et al., 1999).
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Segundo Heinonem et al. (1998) a composi¢cdo quimica e a estrutura
quimica do componente ativo do extrato sdo fatores importantes que
influenciam a eficacia do antioxidante natural. Assim, a atividade
antioxidante do extrato ndo pode resultante apenas do seu teor de fendlicos
totais, a caracterizacdo da estrutura dos compostos ativos também é
necessaria.

Apesar da utilizacdo de metodologias diferentes, trabalhos anteriores
confirmam a atividade antioxidante de extratos de T. triangulare
(ANDARWULAN et al., 2010; ODUKOYA et al., 2007; YANG et al., 2006).

lwalewa et al. (2005) avaliaram a capacidade antioxidante de nove
espécies vegetais consumidas na Nigéria, pelo método do DPPH® e nédo
identificaram atividade antioxidante em T. triangulare, classificando a
espécie como prooxidante. Os efeitos antioxidante e prooxidante dos
polifendis tém sido descritos, contrastando com os efeitos sobre os
processos fisiolégicos da célula. Como antioxidantes, polifendis podem
melhorar a sobrevivéncia da célula, como pro-oxidantes, podem induzir a
apoptose e impedir o crescimento de tumores (LAMBERT et al., 2005). No
entanto, os efeitos bioldgicos dos polifendis podem ir muito além da
modulacdo do estresse oxidativo. Um dos melhores e mais conhecidos
exemplos envolve a interacdo de isoflavonas de soja com receptores de
estrogénio e os efeitos destes compostos sobre funcdo enddcrina. Estes
efeitos poderiam justificar a prevencédo, pelas isoflavonas, de reabsorgéo
0ssea na poOs-menopausa, entre mulheres (MORABITO et al.,, 2002). A
compreensdao dos eventos moleculares subjacentes a esses efeitos
biologicos € essencial na avaliacgdo do impacto global sobre o risco e
progressdo da doenca (SCALBERT et al., 2005).

Os resultados indicam que T. triangulare possui substancias quimicas
capazes de capturarem radicais livres e promissores antioxidantes que
previnem doencas decorrentes do estresse oxidativo. Considerando que
substancias naturais podem ser responsaveis pelo efeito de protecdo contra
0s riscos de muitos processos patoldgicos, estes resultados estimulam a
continuidade do estudo da ac&o antioxidante das substancias isoladas do

extrato etandlico de T. triangulare.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da época de plantio e
colheita de das plantas, no teor de polifendis e na capacidade antioxidante
dos extratos de Talinum triangulare. As plantas foram propagadas por meio
de sementes e o0s experimentos conduzidos em duas épocas (inverno e
verao), instalados em parcelas subdivididas, tendo nas parcelas a época de
plantio e nas subparcelas as épocas de colheita (30 e 60 dias apds o
estabelecimento das plantulas), no delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticdes. A quantificacdo de polifendis presentes nas amostras
foi realizada pelo método Folin-Ciocalteu e os resultados, expressos em
equivalente de acido tanico. A atividade antioxidante foi feita pelo método
que reduz o radical 2,2'-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH?®), permitindo apés o
equilibrio da reacéo, calcular a quantidade de antioxidante gasta para reduzir
50% do DPPH® (ECs). Todas as andlises foram feitas em triplicata e os
resultados analisados estatisticamente. Foi verificado efeito significativo da
época de plantio e da época de colheita sobre o conteudo de polifendis,
sendo que os maiores teores foram obtidos no plantio de inverno e na
colheita das plantas aos 30 dias. A atividade antioxidante variou
significativamente entre as épocas de plantio e de colheita das plantas,
atingindo 56,97% nos extratos de plantas produzidas no inverno e colhidas
aos 30 dias apos o plantio. Os dados mostraram relacdo positiva entre o
conteudo de polifendis e a atividade antioxidante do extrato, permitindo
concluir que maiores teores de polifenois e maior atividade antioxidante
foram obtidos no plantio de inverno e em plantas de Talinum triangulare

colhidas 30 dias apds a emergéncia.
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