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Fazemos ciéncia com os fatos
assim como uma casa é feita de
tijolos, mas uma acumula¢do de
fatos ndo é ciéncia assim como um

conjunto de tijolos ndo é uma casa

(Henri Poincaré, 1984).



RESUMO

CITOGENOTOXICIDADE, FENOLICOS TOTAIS E CRESCIMENTO DE Pfaffia
glomerata (SPRENG.) PEDERSEN CULTIVADA SOB CONCENTRACOES DE
COBRE E ZINCO

AUTORA: Késsia Cauana Trapp
ORIENTADORA: Solange Bosio Tedesco

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, espécie medicinal nativa, possui a capacidade de
acumular metais, podendo alterar sua producdo de metabdlitos e consequentemente sua
capacidade medicinal. Assim, objetivou-se avaliar a influéncia de concentracdes de zinco e
cobre no crescimento, na biometria radicular e no processo fotossintético de P. glomerata,
bem como sua interferéncia na producdo de compostos fenolicos e citogenotoxicidade de
extratos de folhas e raizes desta espécie. Foi realizada a propagagdo clonal in vitro de um
gendtipo de P. glomerata e os explantes adquiridos utilizados para experimento em casa de
vegetacdo. Foram utilizados sete tratamentos, um consistia em cultivo com solucdo nutritiva
tida como ideal (2 uM de zinco e 0,5 uM de cobre), trés em solugdes com niveis excessivos
de zinco (50, 75 e 100 uM) e trés com excesso de cobre (20, 40 e 60 uM). Duas coletas foram
realizadas, aos 63 e 84 dias ap0s o inicio dos tratamentos. As plantas da segunda coleta foram
utilizadas também para anélise de parametros fotossintéticos e biometria radicular e, aquisicéo
da massa de matéria fresca e seca. Para o teste de citogenotoxicidade, foram utilizadas folhas
e raizes secas de ambas as coletas e a partir deste material foram preparados extratos aquosos,
na concentragdo de 10g.L™?, utilizados no sistema teste Allium cepa. A técnica de Folin-
Ciocalteau foi utilizada para determinacdo de fendlicos totais em extratos da segunda coleta.
Os dados obtidos foram analisados estatisticamente com auxilio do teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de significancia. As concentragdes de zinco e cobre ndo influenciaram
diretamente na capacidade antiproliferativa dos extratos de folhas de P. glomerata. No que diz
respeito aos preparados a partir de raizes, 0s experimentos apresentaram variagcdes, uma vez
que raizes tratadas com zinco apresentaram capacidade antiproliferativa € 0 mesmo nao
ocorre para extratos preparados com as raizes de plantas cultivadas sob concentracGes de
cobre. A idade fisioldgica ndo foi significativa para a citogenotoxicidade e 0s extratos ndo
foram genotdxicos. Para a concentracdo de compostos fendlicos, foi observada uma
concentragio muito elevada (entre 180,3 e 291,05 mg EAG\L™) nos extratos de folhas, mas
que foi reduzida em até 20 vezes para ambas as ocasides nos extratos de raizes. A analise da
biometria radicular foi realizada com 25% do sistema radicular e percebeu-se que cobre e
zinco interferiram no desenvolvimento das raizes, visto que nos niveis de 50 e 75 uM de
zinco apenas o diametro radicular permaneceu inalterado. O cobre por sua vez reduziu o
comprimento radicular em todas as concentracdes testadas e a area superficial em 40 e 60 puM.
A producdo de biomassa, principalmente da parte aérea, foi afetada, sobretudo em niveis de
75 e 100 uM de zinco ¢ 60 UM de cobre. P. glomerata teve as taxas de transpiragdo e
assimilacdo, a condutancia estomatica, a eficiéncia no uso da agua e de carboxilacdo afetadas
pelo zinco, ndo sendo afetadas pelo cobre. Conclui-se que as concentragdes de cobre e zinco
testadas néo influenciam a capacidade citogenotdxica de P. glomerata, mas interferem em seu
crescimento e desenvolvimento.

Palavras-chave: nutricdo mineral, plantas medicinais, Allium cepa.



ABSTRACT

CYTOGENOTOXICITY, TOTAL PHENOLICS AND GROWTH OF Pfaffia
glomerata (SPRENG.) PEDERSEN CULTIVATED UNDER COPPER AND ZINC
CONCENTRATIONS

Author: Kassia Cauana Trapp
Advisor: Solange Bosio Tedesco

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, a native medicinal species, possesses the ability to
accumulate metals, which can alter its production of metabolites and consequently their
medicinal capacity. The objective of this study was to evaluate the influence of zinc and
copper concentrations on growth, root biometry and the photosynthetic process of P.
glomerata, as well as its influence on the production of phenolic compounds and
cytogenotoxicity of leaf and root extracts of this species. In vitro clonal propagation of a
genotype of P. glomerata and the acquired explants used for greenhouse experimentation
were carried out. Seven treatments were used, one consisting of culture with ideal nutrient
solution (2 uM of zinc and 0.5 uM of copper), three in solutions with excessive levels of zinc
(50, 75 and 100 uM) and three with excess of copper (20, 40 and 60 uM). Two collections
were performed at 63 and 84 days after the beginning of the treatments. The second collection
plants were also used for the analysis of photosynthetic parameters and root biometry, and the
acquisition of fresh and dry matter mass. For the cytotoxotoxicity test, dry leaves and roots of
both collections were used and from this material 10g.L™* aqueous extracts were prepared
using the Allium cepa test system. The Folin-Ciocalteau technique was used to determine total
phenolics in extracts from the second collection. The data obtained were statistically analyzed
using the Scott-Knott test at the 5% level of significance. Concentrations of zinc and copper
did not directly influence the antiproliferative capacity of leaf extracts of P. glomerata. With
respect to root preparations, the experiments showed variations, since roots treated with zinc
presented antiproliferative capacity and the same does not occur for extracts prepared with the
roots of plants grown under copper concentrations. Physiological age was not significant for
cytotoxicity and the extracts were not genotoxic. For the concentration of phenolic
compounds, a very high concentration (between 180.3 and 291.05 mg EAG\L?) was observed
in the leaf extracts, but was reduced by up to 20 times for both occasions in the root extracts .
The analysis of root biometry was performed with 25% of the root system and it was noticed
that copper and zinc interfered in the development of the roots, since at the levels of 50 and 75
uM of zinc only the root diameter remained unchanged. Copper in turn reduced root length at
all concentrations tested and the surface area at 40 and 60 uM. The biomass production,
mainly of the aerial part, was affected, mainly in levels of 75 and 100 uM of zinc and 60 uM
of copper. P. glomerata had rates of transpiration and assimilation, stomatal conductance,
water use efficiency and carboxylation affected by zinc, unaffected by copper. It is concluded
that the copper and zinc concentrations tested do not influence the cytogenotoxicity capacity
of P. glomerata, but interfere in its growth and development.

Key words: mineral nutrition, medicinal plants, Allium cepa.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para a cura de enfermidades estd muito presente na
cultura do povo brasileiro. Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, cerca de 60% da
populagéo ainda depende essencialmente das plantas para o tratamento de doencas. A grande
diversidade vegetal brasileira possui um nimero extenso de espécies que podem ser utilizadas
in natura ou na producdo de fitoterapicos (BAGATINI et al., 2007). Porém, a maioria das
plantas medicinais tem seu uso baseado principalmente em conhecimentos empiricos e
estima-se que apenas 15 a 17% foram cientificamente estudadas, o que eleva os casos de
toxicidade humana relacionada a seu uso (VEIGA JUNIOR et al., 2005; SOARES et al.,
2006).

Dentre as plantas utilizadas na medicina popular, merece destaque Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae), popularmente conhecida como para-tudo ou ginseng
brasileiro, devido a sua utilizacdo em substituicdo ao ginseng coreano Panax ginseng C.A
Meyer (ALVES et. al., 2006; VIGO et. al., 2004). A espécie caracteriza-se como erva a
subarbusto, atingindo uma altura de até 3 m. Apresenta caule semiprostrado, raiz suculenta e
folhas pilosas e com tricomas. Suas inflorescéncias sdo do tipo capituliforme ou espiga, com
pedunculo variando de 2 a 20 cm de comprimento, ovario ovalado-globoso e estigma
capitado-bilobado. E uma espécie amplamente difundida no sul da América tropical e sub-
tropical. No Brasil é encontrada em todas as regides e distribuidas em praticamente todos os
estados, estando presente principalmente em ambiente de mata ciliar, com solos arenosos,
umidos e altitudes variando dentre 80 a 800 m (MARCHIORETTO et al., 2010).

Quimicamente, P. golmerata apresenta como principais compostos em seus extratos o
acido glomérico (triterpendide), acido pfamérico (nortriterpendide), B-ecdisona, rubesterona,
acido oleandlico e P-glucopiranosiloleanato (SHIOBARA et al. 1993). Tal composicédo
explica as acdes tonica, afrodisiaca, adaptogena (antiestresse), antioxidante, tranquilizante e
anti-inflamatoria da espécie (NETO et al. 2005; SOUZA et al. 2005; MARQUES et al. 2004;
FREITAS et al. 2004; VIGO et al. 2004).

Essas caracteristicas estdo diretamente ligadas a composi¢cdo quimica da espécie. Os
metabolitos secundarios sdo compostos organicos produzidos pelo metabolismo vegetal e
importantes no processo de aclimatacdo e na caracterizacdo medicinal das espécies. Os
compostos fenolicos constituem um dos grupos mais representativos de metabdlitos e
possuem propriedades antioxidadente, anti-inflamatoria, antitumoral e estrogénica (TAIZ e
ZEIGER, 2013). Sua producdo esta diretamente ligada ao ambiente de cultivo, assim
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qualquer estimulo recebido pelo vegetal, tais como composi¢do nutricional do solo, incidéncia
de radiacdo UV e idade fisiologica, poderd alterar a rota de producdo dos compostos
organicos e com isso modificar a acao farmacologica da espécie (MORAIS, 2009), por isso a
importancia de se realizar testes para se determinar a influéncia do ambiente sob a acéo
medicinal das plantas.

Para tal, testes que utilizam organismos modelos como bioindicadores de toxicidade e
mutagenicidade sdo essenciais para analisar os efeitos de plantas medicinais a nivel celular.
Um dos testes vegetal amplamente utilizado e validado pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) utiliza o organismo modelo Allium cepa L. (cebola). Esse bioteste é capaz de indicar a
presenca de substancias cito ou genotoxicas que possam influenciar o ciclo celular, seja
alterando a proliferacdo celular ou levando ao surgimento de alteracGes cromossémicas
(LEME; MARIN-MORALES, 2009).

O fato de A. cepa permanecer em contato direto com a substancia a ser testada, faz
com que apresente alta sensibilidade, somado a isso possui elevada correlagdo com testes
animais, o tornando ideal para uma avaliacdo preliminar dos efeitos genotoxico e
antiproliferativo de agentes poluidores e extratos medicinais (TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE 1V, 2012; BAGATINI et al., 2007). Este teste permite analisar de
maneira rapida e com baixo custo, extratos da mesma espécie em diferentes concentracfes ou
ainda preparados com material proveniente de ambientes diverso.

Devido a esta grande diversidade de fatores que podem influenciar o desenvolvimento
de plantas, como a contaminacdo por metais, sistemas de cultivo de espécies medicinais sao
importantes para que se garanta a qualidade do material genético utilizado, reduzindo também
a possibilidade de perda da diversidade vegetal e os riscos causados aos seus consumidores
(FIGUEIREDO et al., 2004). Nos ultimos anos vem se tendo um aumento na utilizacdo de
insumos agricolas, no crescimento industrial e urbano, na disposicdo incorreta de residuos e
na transformacdo quimica de rejeitos, o que leva a um desequilibrio nutricional do solo
podendo consequentemente levar a toxicidade de plantas (WUANA; OKIEIMEN, 2011).
Pois, 0s metais, quando em excesso na solucdo de cultivo, podem ser acumulados de maneira
diferenciada pelas plantas, alterando seu crescimento, desenvolvimento e producdo de
compostos organicos.

Vaérias pesquisas ja demonstraram a influéncia de zinco (Zn) e cobre (Cu), ambos
micronutrientes para as plantas, no desenvolvimento e crescimento de P. glomerata. O Zn é
um metal versatil fundamental para diversos processos, sendo requerido no metabolismo de

carboidratos, proteinas, sintese de RNA, ativagdo enzimética, multiplicacdo celular, além de
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ser fundamental na biossintese de clorofila, na estrutura de auxinas e na fertilidade do pdlen
(BROADLEY et al., 2007; PRADO, 2008). O Cu por sua vez e cofator de enzimas
envolvidas na transferéncia de elétrons durante a fotossintese, sendo também importante na
respiracdo, metabolismo da parede celular, sinalizacdo da transcricao, transporte de proteinas,
fosforilagdo oxidativa e na mobilizagcéo de outros metais, como o ferro (BURKHEAD et al.,
2009; MARSCHNER, 2012; YRUELA, 2005).

Esses minerais sdo também essenciais a organismos animais e adquiridos basicamente
por meio da dieta, sendo que o consumo de vegetais que acumularam metais pode causar
danos também a satde animal (SEMEDO, 2014).

Sendo assim, estudos que avaliem os efeitos de extratos obtidos atraves de plantas
expostas a condi¢bes adversas, como 0 estresse por metais pesados, SA0 necessarios para
considerar o0 seu uso sem que haja danos aos organismos. Bioensaios que demonstrem as
possiveis capacidades genotoxica e antiproliferativa de P. glomerata ainda sdo escassos,
indicando a necessidade de pesquisas que avaliem sua influéncia na promocéo de alteracdes
celulares. Além disso, faz-se necessario analisar se a idade ou 6rgaos da planta e 0 excesso de
zinco e cobre alteram a composicdo dos metabolitos secundarios influenciando o efeito de P.
glomerata em sistema- teste vegetal.

Assim este estudo teve por objetivos avaliar a influéncia de concentracGes de zinco e
cobre, bem como idades fisioldgicas e 6rgaos vegetais, na producdo de compostos fendlicos e
na citogenotoxicidade de P. glomerata (Artigos 1 e 2), além de analisar o efeito destes metais
no crescimento, biometria radicular e parametros fotossintéticos da espécie (Artigos 3 e 4).
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2 ARTIGO 1!

Capacidade antiproliferativa e compostos fendlicos de Pfaffia glomerata (Spreng.)

Pedersen cultivada sob concentracdes de zinco

RESUMO

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen é uma espécie medicinal de grande valor
econémico que pode acumular metais como o zinco (Zn) em seus 6rgdos. Assim, este estudo
objetivou avaliar a influéncia de concentracGes de Zn na capacidade antiproliferativa e na
concentracdo de compostos fendlicos de extratos de folhas e raizes de P. glomerata. Os
explantes foram cultivados em vasos com areia sob influéncia de solugdes nutritivas,
diferindo nas concentracdes de zinco (2, 50, 75 ¢ 100 uM) durante 63 e 84 dias. Suas folhas e
raizes foram utilizadas para preparo de extratos a uma concentragdo de 10g.L™, os quais
foram submetidos no sistema teste Allium cepa L. Por meio da técnica de Folin-Ciocalteau foi
determinada a concentracdo de compostos fendlicos totais. Os dados foram analisados pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Os resultados obtidos indicam que tanto
extratos de folhas quanto de raizes possuem a capacidade antiproliferativa em A. cepa
independente do nivel de zinco aplicado e da idade fisioldgica da planta, sendo que para as
folhas essa capacidade € maior. Extratos de raizes possuem até 20 vezes menos compostos

fenolicos que os extratos de folhas.

Palavras-chave: Indice mitdtico, ginseng-brasileiro, plantas medicinais, nutricdo mineral,

metabdlitos secundarios.

Artigo redigido conforme as normas dos Anais da Academia Brasileira de Ciéncias e submetido na sua versdo
em inglés
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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para fins terapéuticos surgiu com a humanidade e até hoje €
amplamente empregada para a cura de enfermidades, sendo o ch&d a segunda bebida mais
consumida no mundo (Badke 2011; Lopes et al. 2010). A maioria destas plantas € utilizada
com base no conhecimento popular, pois apenas 15 a 17% destas foram estudadas
cientificamente e tiveram sua qualidade, seguranca e eficacia comprovadas, fazendo-se assim
necessario aumentar e melhorar os conhecimentos acerca das plantas medicinais (Calixto
2005; Soares et al. 2006).

A atividade medicinal dos vegetais estd ligada a sua composi¢do quimica. Os
metabdlitos secundarios sdo substdncias organicas produzidas pela planta e que
aparentemente ndo influenciam de maneira direta o crescimento e desenvolvimento das
espécies, mas auxiliam em sua defesa, sendo fundamentais para o processo de aclimatacéo da
planta. Os compostos fendlicos formam um dos grupos de metab6litos mais representativos
no reino vegetal, sendo um dos mais importantes para determinacdo da capacidade medicinal
das plantas, pois possuem propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral e
atividade estrogénica (Taiz; Zeiger 2013; Tomas-Barberan; Espin 2001).

Os estimulos recebidos pelas plantas podem adulterar a rota de producdo dos seus
constituintes quimicos e consequentemente modificar suas atividades medicinais, sendo que
dentre os principais aspectos que influenciam esta producdo destaca-se a idade da planta,
6rgdo utilizado, incidéncia de radiacdo UV e composic¢do nutricional do solo, por isso a
importancia de se caracterizar a composic¢do quimica das plantas medicinais e se determinar
sistemas de cultivo das mesmas (Kutchan 2001; Morais 2009). A técnica de Folin-Ciocalteau

vem sendo utilizada ha anos para se determinar a concentracdo de compostos fendlicos de
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extratos podendo ser utilizada para se observar a influéncia das condi¢des de cultivo na
producdo destes compostos.

O zinco (Zn) é essencial para o desenvolvimento e crescimento de plantas e animais e
por se tratar de um metal versatil tanto quimica quanto fisicamente é fundamental em diversos
processos relacionados ao desenvolvimento e crescimento (Borges et al. 2016).

No organismo animal, o Zn participa de mais de 300 reacdes de sintese e degradacéao
de proteinas, carboidratos, lipidios e &cidos nucleicos, influenciando a proliferagdo e
maturacdo das células de defesa, dentre outras fungdes em processos fisiologicos (Cozzolino
2009; Cruz; Soares 2011; Borges et al. 2016).

Em vegetais 0 Zn é essencial para 0 metabolismo de carboidratos, proteinas, sintese de
RNA, ativagdo enzimética, multiplicacdo celular, além de ser fundamental na biossintese de
clorofila, na estrutura de auxinas e na fertilidade do pélen (Broadley et al. 2007; Prado 2008).
Devido ao aumento de sua disponibilidade, o Zn pode ser acumulado e influenciar no
metabolismo priméario e secundario das plantas, influenciando a atividade mitética, pois
participa dos fatores que controlam a multiplicacdo e diferenciacdo celular (Broadley et al.
2007; Rout; Das 2003; Lin et al. 2005).

Algumas plantas medicinais tais como as do género Pfaffia, podem absorver e
armazenar o excesso de Zn, fazendo com que a toxicidade resultante do uso de plantas
medicinais contaminadas com agrotdxicos, microrganismos e metais pesados tenha se tornado
um problema na saude publica (Carmo 2007; Bernardy 2015, dados ndo publicados).

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae), € uma das espécies mais
representativas do género Pfaffia, popularmente conhecida como para-tudo ou ginseng-
brasileiro, é nativa do Brasil e amplamente empregada em substituicdo ao ginseng coreano
Panax ginseng C.A. Meyer (Souza; Lorenzi 2005, Vigo et al. 2004). Seus extratos sdo

caracterizados medicinalmente por apresentarem acbes tonica, afrodisiaca, adaptogena
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(antiestresse), antioxidante, tranquilizante e anti-inflamatéria (Neto et al. 2005; Souza et al.
2005; Marques et al. 2004; Freitas et al. 2004; Vigo et al. 2004). Porém alguns efeitos
adversos, tais como hipertensdo, insonia, efeito estrogénico, nervosismo e diarreia, ja foram
relatadas para 0 uso continuo desses extratos, fazendo-se assim necessarios estudos que
avaliem uma possivel acdo citogenotoxica dos extratos de P. glomerata (Rates; Gosmann,
2002).

O sistema teste Allium cepa, serve como bioindicador da presenca de substancias cito
ou genotdxicas que possuem a capacidade de influenciar a proliferacdo celular e causar
alteracbes cromossdmicas, sendo utilizado para analise de poluicdo ambiental e também dos
efeitos de extratos de plantas medicinais (Bagatini et al. 2009; Leme; Marin-Morales 20009,
Fachinetto; Tedesco 2009; Dalla Nora et al. 2010; Tedesco; Laughinghouse 1V 2012). Este
sistema teste é validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (PISQ) e o
Programa das Nacgdes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA), sendo considerado um
excelente modelo in vivo, pelo fato das raizes de A. cepa permanecerem em contato direto
com as substancias analisadas e em constante divisao celular, sendo assim possivel avaliar o
efeito direto das substancias no ciclo celular (Bagatini et al. 2007; Vicentini et al. 2001).

Dessa forma, o teste possibilita a verificacdo dos possiveis efeitos de extratos
medicinais sobre células de eucariotos. Seus resultados apresentam ampla correlacdo com
ensaios realizados em animais, servindo como base para testes mais especificos em mamiferos
(Tedesco; Laughinghouse IV 2012; Herrero et al. 2012).

Assim, o objetivo deste trabalho foi examinar a capacidade antiproliferativa, por meio
do teste A. cepa, de extratos preparados a partir de folhas e raizes de P. glomerata, cultivadas
sob concentragcBes de zinco e em diferentes idades fisiologicas, e também determinar a

concentracdo de fendlicos totais destes extratos por meio da técnica de Folin-Ciocalteau.
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MATERIAL E METODOS

Foi realizada a propagacdo vegetativa clonal in vitro de Pfaffia glomerata para a
obtencdo das mudas a serem utilizadas no experimento. O geno6tipo caracterizado como GD,
faz parte da colecdo de plantas medicinais da Universidade Federal de Grande Dourados
(UFGD), Dourados, Mato Grosso do Sul (MS), e sua exsicata esta depositada no Herbario
DDMS, numero 1951. A propagacdo foi realizada no Laboratdrio de Biotecnologia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e seguiu protocolo estabelecido por Nicoloso et
al. (2001).

Foram propagados segmentos nodais de um (1) cm de comprimento, que
permaneceram em tubos de ensaio que possuiam 10 mL de meio MS normal (Murashige;
Skoog 1962), suplementado com 6 g.L* de agar, 30 g.L* de sacarose e 0,1 g.L de mio-
inositol durante 21 dias. O crescimento se deu em cémara climatizada a 25°C, com
fotoperiodo de 16 horas. Este processo foi repetido até se obter o nimero necessario de mudas
com tamanho uniforme.

Posteriormente estas mudas foram transplantadas para vasos de capacidade de 5 litros,
forrados com plastico, que possuiam 5 Kg de areia previamente lavada e peneirada, mantidos
em casa de vegetacdo. Foi realizada a pesagem dos vasos com a areia seca e com Sseu
saturamento hidrico para que se estabelecesse o peso correspondente a condicdo de 70% de
umidade, utilizada para o cultivo de P. glomerata neste experimento. Diariamente 0s vasos
eram pesados e complementados com o tratamento correspondete até atingir o peso que
equivalesse a condicdo proposta. Durante os primeiros sete dias, as plantas passaram pelo
periodo de aclimatacdo, onde foram cultivadas em solugéo nutritiva Hoagland e Arnon (1950)

modificada.
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Ap0s a primeira semana, as plantas passaram para seus respectivos tratamentos, sendo
que cada grupo experimental constou de oito plantas. Os tratamentos utilizados foram
solugdes nutritivas com diferentes concentragdes de zinco: padrdo (2), 50; 75 e 100 uM.
Foram realizadas duas coletas, a primeira aos 63 dias ap6s o inicio dos tratamentos e a
segunda apds 84 dias. Em cada coleta, metade das plantas foi retirada e armazenada em estufa
a uma temperatura de 65°C para secagem.

ApOs secas, tanto as folhas quanto as raizes foram utilizadas para preparagdo de
extratos aquosos utilizados para o teste de citogenotoxicidade de A. cepa, realizado no
Laboratdrio de Citogenética Vegetal e Genotoxicidade (UFSM). Para o teste de A. cepa foram
utilizados bulbos adquiridos em feira, os mesmos tiveram seu sistema radicular antigo
raspado e foram colocados para novo enraizamento em copos descartaveis contendo agua
destilada, onde permaneceram durante quatro dias. Aqueles com bom enraizamento foram
utilizados para se testar a citogenotoxicidade dos extratos preparados na forma de infuséo das
folhas e decocgdo das raizes, ambos em concentracio de 10g.L™ e por um periodo de 10
minutos, que constaram nos tratamentos analisados (Tabela 1). Agua destilada foi utilizada
como controle negativo e solucdo de glifosato a 1% como controle positivo.

Grupos de trés repeticbes (bulbos) foram utilizados para cada tratamento. Estes
permaneceram em contato com 0s extratos e controles por 24 horas, quando tiveram suas
raizes seccionadas e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético), também por 24 horas, e
posteriormente foram armazenadas em etanol 70% sob refrigeracdo, até sua utilizacdo na
confeccdo de laminas.

Para cada repeticdo foram confeccionadas duas laminas, para tal as raizes foram
hidrolisadas em acido cloridrico (HCI 1N) durante cinco minutos, em seguida lavadas em
agua destilada e tiveram sua regido meristematica destacada. Esta foi corada com orceina

acética 2% e esmagada com auxilio de bastdo de vidro, conforme técnica adaptada de Guerra
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e Souza (2002). Em cada lamina foram analisadas 500 células ao microscopio Optico com
aumento de 40X, levando-se em consideracdo o estagio do ciclo celular e o aparecimento de
alteragOes celulares. Os resultados encontrados foram utilizados para o calculo do indice de
proliferacdo celular, conhecido como indice mitotico (IM), que se d& pela razdo entre o
ndmero de células que se econtravam em divisdo celular e o nimero total de células
analisadas e o céalculo de alteracBes celulares (IG), adquirido pela razdo entre o numero de
células com algum tipo de alteracdo e o nimero de células analisadas.

A determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos totais foi realizada pela
técnica de Folin-Ciocalteau, adapatada por Singleton & Rossi (1965). As leituras das amostras
foram realizadas em A=765nm, apds um periodo de reagao no escuro de duas horas. A curva
de calibracao foi confeccionada com uma solucdo de acido galico no intervalo de 0 a 100 mg.
L. Os extratos de folhas foram diluidos em 1:5 (extrato: 4gua destilada) enquanto que os de
raiz foram utilizados em 100% de sua concentracdo. Para essa andlise foram utilizados apenas
0s extratos preparados a partir do material da segunda coleta.

Os resultados obtidos no teste de A. cepa e no teste de Folin-Ciocalteau foram
analisados estatisticamente pelo teste de Scott-Knott com probabilidade de erro de 5%,

utilizando o programa Sisvar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de A. cepa foi utilizado para determinar a influéncia do excesso de zinco
durante o cultivo de P. glomerata, na capacidade anitproliferativa e genotoxica desta espécie.
Os resultados deste trabalho demonstraram que tanto os extratos preparados com as folhas
quanto os com raizes reduziram a capacidade proliferativa de A. cepa em comparagdo ao

controle negativo em 4agua destilada (10,00%), (Tabela 2). A partir dos dados obtidos
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observou-se que, com excecdo dos extratos de decocgdo na concentragdo de 10g.L obtidos
com raizes tratadas com solucédo nutritiva de 50 uM Zn (4,63% e 6,90%, respectivamente), 0S
demais ndo apresentaram diferengas nos indices mitdticos em relacéo as coletas.

A capacidade antiproliferativa ndo foi dependente do nivel de Zn utilizado e de modo
geral foi superior em extratos preparados com folhas. Apenas a decoccdo preparada com
raizes tratadas com 75 uM de Zn de ambas as coletas (4,60 e 4,70%) e raizes de 50 uM Zn
apenas da primeira coleta (4,63%) reduziram a proliferacdo celular tanto quanto as folhas.
Analisando extratos preparados por diferentes 6rgdos da planta, Frescura et al. (2012) e Sousa
e Baildo (2015) concluiram que ao se utilizar folha e casca de Luehea divaricata Mart &
Zucc., ou folhas e colmos de Costus spiralis (Jacg.) Roscoe, respectivamente, ndo ocorreram
diferencgas significativas na capacidade proliferativa em relacdo ao 6rgao utiliziado, sendo que
todos reduziram o indice mitdtico de maneira semelhante, diferente do que ocorre para P.
glomerata.

Rossato et al. 2010, ao analisarem a capacidade antiptoliferativa de extratos de
Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera, observaram que esta capacidade € dependente da origem
das folhas. Isso ocorre porque varios fatores, dentre eles a composicdo do solo e a idade da
planta, podem alterar a composicao e concentracdo dos metabdlitos secundarios, o que podera
afetar seu potencial medicinal (Gobbo-Neto; Lopes 2007). O mesmo ndo ocorre para P.
glomerata, pois as variacbes no cultivo da espécie ndo alteraram sua capacidade
antiproliferativa.

Nas analises dos extratos de P. glomerata, apesar da capacidade antiproliferativa,
todas as fases do ciclo celular (intérfase, préfase, metafase, anafase e tel6fase) foram
encontradas nos tratamentos (Figura 1).

Nenhum dos extratos preparados com folhas ou raizes secas de P. glomerata,

apresentaram potencial genotoxico, pois a porcentagem de células com altera¢fes celulares
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ndo diferiu daquelas encontradas para a 4gua (0,06%), mas diferiram do controle positivo em
glifosato 1% (1,03%). Exprimindo assim que a espécie ndo possui capacidade mutagénica e
que as concentragdes de zinco utilizadas durante o cultivo da espécie, ndo influenciaram no
aparecimento de aberracGes cromossémicas. A alteracdo encontrada no controle negativo é
devido ao cultivo do organismo teste, pois para este estudo foi utilizada 4gua destilada.

Espécies como Pterocaulon polystachyum DC., Baccharis trimera (Less.) A.P. de
Candole e Baccharis articulata (Lam.) Pers., também foram avaliadas por meio do teste de A.
cepa, e diferente de P. glomerata, apresentam capacidade genotdxica, pois causaram 0
aumento no numero de células com aberracdes (Knoll et al. 2006; Fachinetto; Tedesco 2009).

Pesquisas realizadas por Fachinetto et al. (2007) e Dias et al. (2014), evidenciaram a
capacidade antiproliferartiva das espécies Achyrocline satureioides (Lam.) DC e Mikania
cordifolia (L.f.) Willd, respectivamente, tal como ocorre com P. glomerata. Sendo que 0s
extratos de A. satureioides foram preparados com material seco e fresco e no que diz respeito
ao estudo com M. cordifolia, utilizou-se material proveniente de duas populacdes,
demonstrando que os métodos de secagem e condi¢Ges de cultivo ndo influenciaram a
capacidade antiproliferativa e genotoxica dessas espécies, assim como 0corre com a espécie
P. glomerata.

Portanto, para se garantir o uso seguro dos recursos naturais, é necessario que se tenha
uma padronizacdo destes e para tal fazem-se necessarios estudos que avaliem a influéncia do
ambiente e armazenamento na composi¢do quimica da matéria-prima vegetal (Vigo et al.
2004).

Em relacdo aos resultados obtidos pela técnica de Folin-Ciocalteu, a concentragédo de
fendlicos totais foi dependente da concentracdo no caso de folhas, sendo que todos o0s
tratamentos diferiram estatisticamente (Tabela 3). Os extratos preparados com folhas obtidas

de plantas cultivadas em solucdo nutritiva com 75 uM Zn foram as que apresentaram maior
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valor (291,05 mg EAGI/L), este tratamento também foi o responsével pela maior capacidade
antiproliferativa vista no teste A. cepa. Para os extratos preparados a partir do sistema
radicular da planta ndo houve variagéo significativa entre os tratamentos de zinco utilizadas
durante o experimento, sendo que para estes extratos a concentracao de fendlicos foi reduzida
em até 20 vezes (13,64 mg EAG/L).

Os compostos fendlicos sdo importantes & saude humana devido a suas propriedades
fisiologicas e farmacoldgicas, principalmente no que diz respeito a capacidade antioxidante e
na quelacdo de metais (Sousa et al. 2007), e sua producdo estd diretamente relacionada ao
ambiente de cultivo da planta. Vicentini et al. (2001) e Teixeira et al. (2003) demonstraram
em estudos anteriores que as variagbes no modo de cultivo da planta levam ao aparecimento
de diferencas na quantidade de metabdlitos produzida.

Abrahdo et al. (2010) demonstraram a variacao de fenois totais em cafés provenientes
de dois ambientes distintos. E, Vizzotto et al. (2012) ratificaram as diferengas entre gendtipos
de amoreira-preta, ressaltando a importancia do fator ambiente na producdo de metabdlitos
secundarios (Oliveira et al. 2009).

Outros estudos com chas de espécies como Solidago microglossa DC, Pterocaulon
polystachyum DC e A. satureidoides, indicaram que a capacidade de reduzir a proliferacdo
celular sem causar mutagenicidade é decorrente da presenca dos compostos fendlicos
(Bagatini et al. 2009; Knoll et al. 2006; Fachinetto et al. 2007). A inibicao da divisdo celular é
importante para o processo de anti-envelhecimento, sendo assim, 0s extratos citados acima e
de P. glomerata, poderiam ser utilizados para esse fim. Ainda, segundo Tomas-Barberan e
Espin (2001,) o grupo de fenolicos esta relacionado a prevencao de doencas cardiovasculares
e cancer, indicando que, devido & alta concentracdo desses compostos nos extratos de folhas

de P. glomerata, estes poderiam ser utilizados para o tratamento e prevencao dessas doengas,
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porém estudos mais especificos sdo necessarios para se indicar de maneira segura estes
extratos.

Para 0s vegetais 0os compostos fenolicos agem especialmente na protecdo contra
patdgenos, sendo produzidos principalmente em situacdes estressantes. Eles sdo definidos
quimicamente como substancias que possuem em sua estrutura um anel aromatico com um ou
mais substituintes hidroxilicos (Lee et al. 2005). Dentre os mais de cinco mil fenois existentes
destacam-se por sua importancia medicinal os flavondides, acidos fendlicos, fenois simples,
cumarinas, taninos, ligninas e tocoferois (Tomas- Barberan e Espin 2001).

Para P. glomerata, os principais constituintes quimicos ja isolados e estudados foram
as saponinas triterpénicas e ecdisterdides, sobretudo como o é&cido glomérico, &cido
oleandlico, &cido pfamérico, rubresterona e ecdisterona (Shiobara et al. 1993).

Os metabolitos secundarios estdo distribuidos de maneira desigual entre os 6rgdos das
plantas, sendo assim, o efeito dos extratos varia de acordo com a parte da planta que sera
utilizada para a preparacdo do extrato. Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. apresentou quatro
vezes mais flavonoides totais nas folhas do que em seu caule (Barni, Filho e Couto 2009). No
caso de P. glomerata, a diferenca entre a maior concentracdo de fendis em folhas e a menor
encontrada nos extratos de raizes, demonstrou uma reducdo de 20 vezes (291,05 e 13,64 mg
EAGI/L, respectivamente).

Verificou-se neste estudo que os extratos preparados a partir de folhas e raizes secas
de plantas de Pfaffia glomerata cultivadas com concentracfes diferentes de zinco apresentam
capacidade antiproliferativa, a qual, de maneira geral, ndo foi dependente do nivel de Zn ou
da idade fisioldgica da planta.

Existe variacdo na capacidade antiproliferativa dependendo do 6rgédo utilizado e os
extratos das folhas apresentam maior capacidade de reduzir a proliferagdo celular em Allium

cepa. Esses extratos também foram os que apresentaram maior concentracdo de compostos
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fendlicos na andlise pela técnica de Folin-Ciocalteau, assim esses compostos poderiam ser 0s
responsaveis pela capacidade antiproliferativa de P. glomerata.

Conclui-se que extratos de P. glomerata apresentam capacidade antiproliferativa
independente da cocnentracdo de zinco aplicada durante seu cultivo e o tempo em que
permanece sob essa condi¢do. Ha variagdo na capacidade de acordo com o 6rgdo utilizado
para 0 preparo dos extratos. Os mesmos ndo apresentam capacidade genotoxica podendo

assim, serem utilizados na preparacdo de fitoterapicos.
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Tabela 1. Tratamentos utilizados para o teste de citogenotoxicidade Allium cepa L.

TRATAMENTOS

T1- Controle negativo (dgua destilada)

T2-Controle positivo (glifosato 1%)

T3- Infusdo 10g.L™?, solugio padrdo, coleta 1

T4- Infusdo 10g.L™?, solucdo padréo, coleta 2

T5- Infusdo 10g.L™?, solucdo 50 uM Zn, coleta 1

T6- Infusdo 10g.L™2, solucdo 50 uM Zn, coleta 2

T7- Infusdo 10g.L™?, solucdo 75 uM Zn, coleta 1

T8- Infusdo 10g.L™?, solucdo 75 uM Zn, coleta 2

T9- Infusdo 10g.L™%, solugdo 100 uM Zn, coleta 1
T10- Infusdo 10g.L™, solugdo 100 uM Zn, coleta 2
T11-Decocgédo 10g.L*, solugdo padrio, coleta 1
T12-Decocgéo 10g.L*, solugdo padrio, coleta 2
T13- Decocgdo 10g.L?, solugdo 50 pM Zn, coleta 1
T14- Decocgdo 10g.L?, solucdo 50 uM Zn, coleta 2
T15- Decocgdo 10g.L?, solugdo 75 pM Zn, coleta 1
T16- Decocgdo 10g.L2, solucdo 75 uM Zn, coleta 2
T17- Decocgdo 10g.L ™, solugdo 100 pM Zn, coleta 1
T18- Decocgdo 10g.L %, solugdo 100 uM Zn, coleta 2
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Tabela 2. indice Mitético (IM) e Genotoxico (IG) dos extratos de folhas e raizes de Pfaffia

glomerata (Spreng.) Pedersen.

Tratamento IM IG
1-controle negativo 10,002  0,06°
2-controle positivo 2,87° 1,032
T3- Infusdo, solucdo padréo, coleta 1 2,60 ¢ 0,10°
T4- Infusdo, solucdo padréo, coleta 2 4,73°¢ 0,30°
T5- Infusdo, 50 uM Zn, coleta 1 4,43°¢ 0,17°
T6- Infusdo, 50 uM Zn, coleta 2 4,76°¢ 0,13°
T7- Infusdo, 75 uM Zn, coleta 1 3,40°¢ 0,20°
T8- Infuséo, 75 uM Zn, coleta 2 1,23°¢ 0,00°
T9- Infusdo, 100 uM Zn, coleta 1 3,40°¢ 0,30°
T10- Infusdo, 100 uM Zn, coleta 2 4,00° 0,17°
T11-Decocgéo, solugio padréo, coleta 1 5,73P 0,30°
T12-Decocgéo, solugio padréo, coleta 2 6,23° 0,27°
T13- Decocgdo, 50 uM Zn, coleta 1 4,63°¢ 0,17°
T14- Decoccdo, 50 uM Zn, coleta 2 6,90° 0,43°
T15- Decoccdo, 75 uM Zn, coleta 1 4,60°¢ 0,13°
T16- Decoccdo, 75 uM Zn, coleta 2 4,70°¢ 0,13°
T17- Decoccdo, 100 uM Zn, coleta 1 6,30° 0,43°
T18- Decocc¢do, 100 uM Zn, coleta 2 5,70° 0,27°
Média 4,79 0,25
CV? (%) 32,32 82,75

1 Coeficiente de variacdo. * Médias com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de

5% de probabilidade de erro.

Tabela 3. Concentracdo de compostos fenolicos dos extratos de folhas e raizes de Pfaffia

glomerata (Spreng.) Pedersen.

Tratamentos Concentracéo de
compostos fenolicos (mg
EAG/L)!

Infusdo das folhas, solucédo padréao 279,56"

Infusdo das folhas, solugdo 50 uM Zn 237,87¢

Infusdo das folhas, solucdo 75 uM Zn 291,052

Infusdo das folhas, solugéo 100 UM Zn 254,10°

Decoccdo das raizes, solucdo padrao 17,20¢

Decoccdo das raizes, solugdo 50 uM Zn 17,05°

Decoccéo das raizes, solugdo 75 UM Zn 21,75°

Decoccdo das raizes, solugdo 100 uM Zn 13,64°¢

Média 141,53

CV? 4,53

! miligramas de equivalentes de acido galico por litro. 2 Coeficiente de variagdo. * Médias com a mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao

de 5% de probabilidade de erro.
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Figura 1. Fases da divisdo celular encontradas durante analise dos extratos pelo sistema teste Allium cepa. A —
seta superior indicando anéfase e inferior metéafase; B - seta indicando tel6fase; C - seta menor indicando préfase
e maior intérfase. Escala de 10 pm.



34

3 ARTIGO 2!

Citogenotoxicidade e fenélicos totais de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen,
cultivada sob niveis de cobre.

RESUMO: Metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas sdo os
principais responsaveis por suas acées medicinais, sendo sua producao diretamente
relacionada ao ambiente de cultivo. Assim condi¢cOes estressantes, tais como
variacbes nutricionais, podem afetar a capacidade medicinal das espécies.
Objetivou-se verificar a citogenotoxicidade dos extratos de folhas e raizes de Pfaffia
glomerata, cultivada sob concentrac6es de cobre, em duas épocas de coleta, pelo
sistema teste Allium cepa, e a influéncia destes fatores na quantidade de fendlicos
totais destes extratos. Mudas de P. glomerata foram adquiridas a partir da
propagacdo in vitro, posteriormente cultivadas em vasos com areia onde cada
tratamento recebeu solu¢des nutritivas com diferentes concentracdes de cobre (0,5;
20; 40 e 60 uyM). Apds 63 e 84 dias as plantas foram coletadas e secadas em estufa
para serem utilizadas na preparacdo dos extratos. Os mesmos foram preparados na
concentracdo de 10g.L' e empregados no teste A. cepa para andlise da
citogenotoxicidade e na técnica de Folin-Ciocalteau para determinacdo de fendis
totais. Os dados foram submetidos a andlise estatistica pelo teste de Scott-Knott
com nivel de significancia de 5%. Os resultados indicaram que extratos preparados
com folhas de P. glomerata apresentam capacidade antiroliferativa independente da
idade fisiologica da planta ou da concentracédo de cobre empregada no cultivo, além
de apresentarem uma concentracdo de fenois 16 vezes maior que extratos de
raizes. Ambos ndo sdo genotoxicos, pois ndo induziram o aparecimento de
alteracdes celulares ou cromossdmicas. Conclui-se que os extratos de folhas de P.
glomerata nao alteraram a citogenotoxicidade devido a diferencas no cultivo.

Palavras-chave: extratos medicinais, metabdlitos secundarios,
antiproliferativo, Allium cepa, ginseng-brasileiro.

ABSTRACT: Cytogenotoxicity and total phenolics of Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen, grown under levels of copper. Secondary metabolites
produced by plants are the main ones responsible for their medicinal actions, and
their production is directly related to the growing environment. Thus stressful
conditions, such as nutritional variations, can affect the medicinal capacity of the
species. The objective of this study was to verify the cytogenotoxicity of leaf and root
extracts of Pfaffia glomerata grown under copper concentrations at two collection
times by the Allium cepa test system and the influence of these factors on the total
phenolic amount of these extracts. P. glomerata seedlings were obtained from in vitro
propagation, later grown in pots with sand, where each treatment received nutrient
solutions with different concentrations of copper (0.5, 20, 40 and 60 pM). After 63
and 84 days the plants were collected and dried in an oven to be used in the
preparation of the extracts. They were prepared at the concentration of 10g.L* and
used in the A. cepa test for analysis of cytogenotoxicity and in the technique of Folin-
Ciocalteau for determination of total phenols. Data were submitted to statistical
analysis by the Scott-Knott test with a significance level of 5%. The results indicated

Artigo Redigido conforme as normas da Revista Brasileira de Plantas Medicinais
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that extracts prepared with leaves of P. glomerata have antiroliferative capacity
independent of the physiological age of the plant or the concentration of copper used
in the cultivation, besides presenting a concentration of phenols 16 times higher than
root extracts. Both are not genotoxic because they did not induce the appearance of
cellular or chromosomal alterations. It is concluded that leaf extracts of P. glomerata
did not alter cytogenotoxicity due to differences in culture.

Key words: medicinal extracts, secondary metabolites, antiproliferative,
Allium cepa, brazilian-ginseng.

INTRODUCAO

A familia Amaranthaceae é representada na diversidade nativa brasileira, por
196 espécies, com destaque o0 género Pfaffia (Fank-de-Carvalho et al. 2012). A
espécie Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, popularmente conhecida como féfia,
ginseng-brasileiro ou para-tudo, € uma das mais importantes deste género devido a
sua utilizacdo na medicina popular e producdo de fitoterapicos (Souza; Lorenzi
2005). P. glomerata € utilizada em substituicdo ao ginseng coreano Panax ginseng
C.A. Meyer, uma das espécies mais consumidas mundialmente o que tem
aumentado seu extrativismo. Estima-se que, entre janeiro e maio de 2012, duas
toneladas das raizes de P. glomerata foram exportadas pelo Brasil (Alves et al.
2006; Oliveira 2012).

Os extratos de P. glomerata preparados a partir do sistema radicular da planta
sdo caracterizados por suas acfes tbnica, afrodisiaca, adaptdégena (antiestresse),
antioxidante, tranquilizante e anti-inflamatoria, sendo ainda utilizados no tratamento
da diabetes, doencas reumaticas e lapsos de memoria (Neto et al. 2005; Souza et al.
2005; Marques et al. 2004; Freitas et al. 2004; Vigo et al. 2004). Tais caracteristicas
sdo explicadas pela composicdo quimica destes extratos que apresentam acido
glomérico (triterpendide), acido pfamérico (nortriterpendide), B-ecdisona,

rubesterona, acido oleandlico e (-glucopiranosiloleanato (Shiobara et al. 1993).
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Apesar de ndo consumidos com frequéncia, 0s extratos preparados com as
folhas também j& foram caracterizados quanto ao seu potencial medicinal,
apresentando a capacidade de reduzir lesdes ulcerogénicas sem causar danos
toxicolégicos aos animais (Mazzeo 2015).

Ainda que seu consumo traga inumeros beneficios, a utilizagdo de extratos de
P. glomerata ja demonstrou alguns efeitos adversos, tais como, hipertensao, insonia,
efeito estrogénico, nervosismo e diarreia (Rates & Gosmann 2002). Por isso, ha a
necessidade de estudos que caracterizem de maneira mais precisa os efeitos
citotéxicos das plantas medicinais em organismos testes, a fim de reduzir a
possibilidade de intoxicacdes.

A citogenotoxicidade de um extrato pode ser medida pela alteracdo no indice
mitotico ou pela incidéncia de alteracdes cromossémicas (Mahmood et al. 2012).
Bioensaios vegetais sdo ideais para uma primeira analise de possiveis acfes toxicas
de substancias, destacando-se o sistema teste Allium cepa L., o qual permite a
avaliacdo destes parametros simultaneamente (Leme; Marin-Morales 2009; Oliveira
et al. 2012; Onyemaobi et al. 2012). Este bioensaio apresenta ainda grande
correlacdo com testes animais, sendo validado pelo Programa Internacional de
Seguranca Quimica (PISQ) e pelo Programa Ambiental das NacGes Unidas
(PNUMA) (Vicentini et al. 2001; Bagatini et al. 2007).

As substancias presentes nos chas como os compostos fendlicos - oriundos
do metabolismo secundario das plantas e que auxiliam o crescimento e
desenvolvimento vegetal - e sua concentragdo possuem a capacidade de estimular
ou inibir a proliferacéao celular.

Assim, a acdo do extrato podera ser alterada em resposta as condicdes

ambientais as quais a planta foi exposta, pois alterard seu metabolismo em resposta
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a adaptacOes e a condicbes adversas que ela pode enfrentar, tais como estresse
hidrico, radiagdo UV e desequilibrio nutricional, fazendo com que sua composi¢ao
quimica seja modificada. A intensidade destas alteracdes dependera da intensidade
da condicao estressante e da idade fisioldgica da planta (Gobbo-Neto; Lopes 2007).

Encontrado naturalmente no solo, o cobre (Cu) € um metal pesado, essencial
para o desenvolvimento da planta (Kede et al. 2008). O cobre é um micronutriente
vegetal, sendo fundamental como cofator de enzimas envolvidas na transferéncia de
elétrons, para a fotossintese, respiracao, metabolismo da parede celular, sinalizacédo
da transcricao, transporte de proteinas, fosforilacdo oxidativa e na mobilizacdo de
outros metais, como o ferro (Burkhead et al. 2009; Marschner 2012; Yruela 2005). A
concentracdo de Cu necessaria para a planta € baixa e niveis superiores aos
requeridos causam toxicidade, principalmente por catalisar reagbes de Fenton,
causando danos as proteinas, lipidios e acidos nucleicos (Drgzkiewicz et al. 2007).

A intensificacdo no acumulo de metais, como o Cu, no solo é devido a
utilizacdo de grandes quantidades de insumos agricolas, ao desenvolvimento
industrial intenso e a deposicao e transformacdo quimica dos rejeitos. O aumento
nas concentracfes de Cu vem se tornando um problema no que diz respeito a
toxicidade das plantas medicinais, pois além de alterarem a producdo normal de
metabdlitos algumas espécies possuem a capacidade de acumular o metal em seus
orgaos (Wuana & Okieimen 2011; Calgaroto 2009). Uma vez que a fonte de Cu para
0S animais € a alimentacdo, o consumo de plantas com excesso deste metal
acumulado pode levar a intoxicagdo humana (Prya & Geetha 2011).

Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a citogenotoxicidade dos extratos

de folhas e raizes de Pfaffia glomerata, cultivada sob diferentes concentracdes de
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cobre em duas épocas de coleta, pelo sistema teste Allium cepa, e avaliar como

estes fatores influenciam na quantidade de fendlicos totais dos extratos.

MATERIAIS E METODOS:

As mudas de Pfaffia glomerata, foram adquiridas por meio de propagacao
vegetativa clonal in vitro, realizada no Laboratério de Biotecnologia da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM). Foram propagados segmentos nodais de um (1) cm
de comprimento adquiridos de plantas ja propagadas em meio MS (Murashige &
Skoog 1962), seguindo protocolo estabelecido por Nicoloso et. al (2001). Foi
utilizado um gendétipo, denominado GD, o qual faz parte da cole¢cdo de plantas
medicinais da Universidade Federal de Grande Dourados (UFGD), Dourados, Mato
Grosso do Sul (MS), cuja exsicata estd depositada no Herbario DDMS, numero
1951.

Os explantes foram cultivados em tubos de ensaio que continham 10 mL de
meio MS (Murashige; Skoog 1962) normal, suplementado com 6 g.L! de agar, 30
g.L! de sacarose e 0,1 g.L! de mio-inositol. O crescimento dos mesmos foi
realizado em camara climatizada a 25°C, com fotoperiodo de 16 horas, durante 21
dias.

As mudas obtidas por meio deste processo foram transplantadas para casa
de vegetacdo em vasos com capacidade de 5 litros, que continham 5 Kg de areia
previamente lavada e peneirada. Obteve-se 0 peso seco de cada vaso e 0 que
correspondia ao saturamento hidrico, a fim de se calcular o peso correspondente a
uma condicdo de cultivo de 70% de umidade utilizada para o cultivo neste

experimento.
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Durante sete dias as plantas foram aclimatadas, sendo cultivadas em solugao
nutritiva padréo de Hoagland e Arnon (1950) modificada. Apds aclimatizacdo, grupos
de oito plantas por tratamento passaram a receber solu¢des nutritivas diferenciadas.
Os tratamentos utilizados constaram de uma solugéo nutritiva padrao (0,5 yM de Cu)
e de trés niveis excedentes de cobre: 20, 40 e 60 pyM. Para a irirgagdo, eram
relaziadas a pesagem de cada vaso, ao se detemrinar peso inferior a condicdo de
70% de umidade, os mesmos recebiam a solugcdo nutritiva correspondente até
atingir o peso ideal. ApGs 63 dias de cultivo metade das repeti¢cdes, quatro plantas,
foram coletadas e secadas em estufa a uma temperatura de 65°C. O restante
permaneceu por mais 21 dias sob influéncia dos tratamentos até sua coleta,
totalizando 84 dias cultivo.

Apés secas as folhas e raizes foram utilizadas para realizacdo do teste de
Allium cepa realizado no Laboratério de Citogenética Vegetal e Genotoxicidade,
pertencente também a UFSM. Para o teste, bulbos de cebola tiveram suas raizes
raspadas e foram colocados para enraizamento em agua destilada por um periodo
de quatro dias. Posteriormente, grupos de trés bulbos (repeticbes) foram expostos
aos tratamentos (Tabela 1). Foram preparadas infusdes das folhas e decoccédo das
raizes, por 10 minutos a uma concentracdo de 10g.L.

Os bulbos permaneceram em contato com os tratamentos por 24 horas.
Posteriormente as raizes foram coletas e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido

acético), também por 24 horas e armazenadas em etanol 70% sob refrigeracao.
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TABELA 1: Tratamentos utilizados no bioensaio de Allium cepa para analise

da citogenotoxicidade

Tratamentos

T1- Infusdo de folhas 10g.L1, solugcéo padrdo, coleta 1

T2- Infusdo de folhas 10g.L1, solugédo 20 uM Cu, coleta 1
T3- Infuséo de folhas 10g.L%, solugéo 40 uM Cu, coleta 1
T4- Infuséo de folhas 10g.L%, solugéo 60 uM Cu, coleta 1
T5- Infuséo de folhas 10g.L%, solugdo padréo, coleta 2

T6- Infuséo de folhas 10g.L%, solugéo 20 uM Cu, coleta 2
T7- Infuséo de folhas 10g.L%, solugéo 40 uM Cu, coleta 2
T8- Infusdo de folhas 10g.L1, solugédo 60 uM Cu, coleta 2
T9-Decoccdo de raiz 10g.L1, solugcdo padrdo, coleta 1
T10- Decoccao de raiz 10g.L1, solugédo 20 uM Cu, coleta 1
T11- Decoccao de raiz 10g.L1, solugéo 40 uM Cu, coleta 1
T12- Decoccao de raiz 10g.L?, solucdo 60 uM Cu, coleta 1
T13- Decoccdo de raiz 10g.L?, solucao padrao, coleta 2
T14- Decoccéo de raiz 10g.L1, solugédo 20 uM Cu, coleta 2
T15- Decoccéo de raiz 10g.L1, solugdo 40 uM Cu, coleta 2
T16- Decoccéo de raiz 10g.L1, solugdo 60 uM Cu, coleta 2
T17- Controle negativo (Agua destilada)

T18-Controle positivo (glifosato 1%)

As regides meristeméticas foram utilizadas para preparacéo de laminas, pela
técnica de esmagamento adaptada de Guerra e Souza (2002), utilizando orceina
acética 2% como corante. Foram confeccionadas duas laminas por bulbo e
analisadas 500 células em cada uma delas, com auxilio de microscépio éptico em
aumento de 40X, totalizando 3000 células por tratamento. Foram levados em
consideracdo o estagio do ciclo celular (interfase, profase, metafase, anafase e
telofase) e o aparecimento de alteracdes celulares do tipo micronucleo, ponte
anafasica e quebras cromossdmicas. Os dados encontrados foram utilizados para o
calculo do indice de proliferacdo celular - indice mitético (IM) — calculado pela razéo
entre o numero de células em divisdo e o numeto total de células analisadas; e de
alteracdes celulares - indice genotoxico (IG) — obtido pela razéo entre a quantidade
de células com alteragbes e o numero total de células analisadas.

Para analise da concentracdo de compostos fendlicos, foi utilizada a técnica

de Folin-Ciocalteau, adaptada por Singleton & Rossi (1965). Para estas analises
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foram utilizados os extratos puro de raizes e os preparados com folhas diluidos em
1:5 (extrato: agua destilada), apenas com os materiais da segunda coleta. Apos
duas horas de reagdo no escuro, as amostras foram lidas em espectrofotometro em
A=765nm. A curva de calibragdo utilizada foi preparada em solugdo de acido galico
em um intervalo de 0 a 100 mg. L, e os resultados expressos em miligramas de
equivalentes de acido galico por grama (mg EAGI/L).

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste de Scott-

Knott ao nivel de 5% de significancia, utilizando o programa Sisvar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram analisados, por meio do teste de A. cepa, extratos
preparados a partir de folhas e raizes secas de P. glomerata cultivada sob influéncia
de diferentes concentracdes de cobre (0,5; 20; 40 e 60 uM) em diferentes periodos
(63 e 84 dias). Como esperado, o controle negativo em agua destilada apresentou o
maior indice mitético (10%). Comparado a esse valor, o controle positivo em
glifosato 1% e as infusdes preparadas com as folhas de P. glomerata, com excecéo
das coletadas aos 63 dias e cultivadas com 20 pM de Cu, reduziram
significativamente a proliferacdo celular (Tabela 2). Os extratos de raizes nesse

estudo néo influenciaram a proliferagéo celular de A. cepa.
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TABELA 2: Valores dos indices Mitético (IM) e Genotdxico (IG) dos extratos

de Pfaffia glomerata, cultivada sob niveis de cobre.

Tratamento IM IG

T1- Infusdo 10g.L1, solugdo padréo, coleta 1 2,60 0,10°
T2- Infuséo 10g.L1, solugdo 20 uM Cu, coleta 1 5,172 0,10°
T3- Infusdo 10g.L1, solugédo 40 uM Cu, coleta 1 3,3b 0,06"
T4- Infusdo 10g.L1, solugédo 60 uM Cu, coleta 1 3,3b 0,06
T5- Infusdo 10g.L1, solugéo padréo, coleta 2 4,73p 0,16"
T6- Infusdo 10g.L1, solugédo 20 uM Cu, coleta 2 3,3b 0,13°
T7- Infusdo 10g.L1, solugéo 40 uM Cu, coleta 2 3,2°b 0,06"
T8- Infusdo 10g.L1, solugéo 60 uM Cu, coleta 2 3,43b 0,10°
T9-Decoccéao 10g.L1, solugdo padrédo, coleta 1 5,732 0,30°
T10- Decocgédo 10g.L1, solugdo 20 uM Cu, coleta 1 6,172 0,13°
T11- Decocgédo 10g.L?, solugdo 40 uM Cu, coleta 1 5,032 0,27°
T12- Decocgéo 10g.L1, solugdo 60 uM Cu, coleta 1 5,872 0,06"
T13-Decocgéo 10g.L1, solugdo padrédo, coleta 2 6,232 0,27°
T14- Decocgédo 10g.L1, solugdo 20 uM Cu, coleta 2 6,472 0,20°
T15- Decocgédo 10g.L1, solugdo 40 uM Cu, coleta 2 5,432 0,10°
T16- Decocgédo 10g.L1, solugdo 60 uM Cu, coleta 2 6,532 0,43
T17 Controle negativo (agua destilada) 102 0,06"
T18-Controle positivo (glifosato 1%) 2,87° 1,032

Média 4,98 0,20

CV (%) 38,7 99,7

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de Scott-knott
ao nivel de 5% de probabilidade de erro. IM=indice mit6tico; IG= indice genotdxico; CV= coeficiente

de variacgéo.

Os resultados indicam a capacidade antiproliferativa dos extratos de folhas de

P. glomerata. Comportamento semelhante foi encontrado em extratos de Mentha

pulegium L., Punica granatum L. e Luehea divaricata Mart. & Zucc., respectivamente

(Tedesco et al. 2012; Kuhn et al. 2015; Frescura et al. 2012).

O decréscimo no indice mitético ndo foi dose ou idade dependente, uma vez

gue com o aumento das doses de Cu, ndo houve variagdes significativas nos valores

encontrados. Estudo realizado por Rossato et al. (2010) demonstrou que CuSO4
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possui capacidade antiproliferativa, porém a presenca excessiva de Cu na solucao
nutritiva ndo afetou a capacidade medicinal de P. glomerata.

Frescura (2014) ao analisar extratos de Rosmarinus officinalis L., proveniente
de cultivo com diferentes concentracdes de nitrogénio e em duas coletas, também
nao relatou variagdes quanto a capacidade antiproliferativa da espécie. Similarmente
chas das espécies Solidago microglossa DC., Bacharis trimera (Less.) A.P. de
Candolle e Bacharis articulata (Lam.) Pers. ndo apresentaram variacdes nos
resultados observados quando os mesmos foram preparados com material
proveniente de diferentes ambientes e em diferentes estdgios de desenvolvimento
(Bagatini et al. 2007; Fachinetto; Tedesco 2009).

Segundo Rossato et al. (2010) os ambientes de cultivo influenciam os
resultados encontrados no teste de genotoxicidade, pois ao estudarem infusdes de
Pluchea sagittalis (Lam) concluiram que os extratos dessa espécie possuem uma
grande capacidade proliferativa, sendo que os ambientes de cultivo analisados
interferiram diferencialmente no indice mitético de A. cepa. Porém, o mesmo nao se
confirma para a espécie P. glomerata, cujo comportamento foi 0 mesmo, salvo uma
excecdo, independente da condicdo de cultivo implicada. Foi observada grande
diferenca nos valores dos indices mitGticos encontrados para os extratos preparados
a partir de folhas (variando de 2,60 a 5,17%) daqueles preparados com raizes (de
5,03 a 6,53%). Estes ultimos, quando comparados ao controle negativo, nao
apresentaram a mesma capacidade de reducdo da proliferacdo celular, pois seus
valores nao diferiram significativamente do tratamento com agua destilada (Tabela
2). As espécies L. divaricata e Costus spiralis (Jacq.) Roscoe exibiram

comportamento distinto de P. glomerata, uma vez que para essas 0 0rgao vegetal
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utiizado n&o influenciou diretamente a capacidade proliferativa dos extratos
(Frescura et al. 2012; Sousa, Baildo 2015).

Nenhum dos tratamentos apresentou aumento no numero de aberracdes
celulares encontradas, diferindo todos do controle positivo em glifosato 1% no que
diz respeito ao indice genotoxico (1,03%). Consequentemente podemos inferir que
P. glomerata ndo possui capacidade mutagénica (Figura 1). Espécies como M.
pulegium e P. granatum, apresentam o mesmo comportamento ndo-genotoéxico e
antiproliferativo encontrado para P. glomerata (Tedesco et al. 2012; Kuhn et al.
2015). Ao contrario do que foi apresentado por Dalla Nora et al. (2010) e Souza et al.
(2010) para Mikania glomerata Spreng e Artemisia verlotorum Lamotte,

respectivamente, cujos extratos foram genotoxicos pelo teste de A. cepa.

vv- -

.

FIGURA 1: Fases do ciclo celular encontradas durante andlise do sistema teste Allium cepa,
utilizando extratos de folhas e raizes de Pfaffia glomerata. Seta superior em A indica intérfase e
inferior teléfase. Seta em B metafase, em C indica profase. Seta em D indica anafase. Escala 10 pm.
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A capacidade de afetar o processo de divisdo celular se d& pela presenca de
metabdlitos secundarios nos extratos. Estes sdo produzidos pelas plantas e
caracterizam sua acdo farmacologica. Sua composicdo e concentracdo Ssao
dependentes de varios fatores, bidticos e abidticos, que podem afetar a planta
durante seu desenvolvimento, tais como, temperatura, umidade, radiagdo e nutricao
do solo (Gobbo-Neto; Lopes 2007).

Os compostos fendlicos sdo um dos grupos de metabdlitos secundarios mais
representativo dentre as espécies medicinais, por isto foi realizada a andlise da
influéncia do cobre na concentracédo de fendis totais (Tabela 3). Por meio da técnica
de Folin-Ciocalteau foi possivel observar que a maior concentracdo esta presente
em extratos preparados com as folhas provenientes do tratamento com a solugéo
considerada ideal (281,8 mg EAG/L) este valor foi 16 vezes maior que o valor
encontrado para os extratos preparados com as raizes das mesmas plantas (17,4
mg EAGI/L). Dentre os extratos de folhas, a concentracdo de fendlicos totais foi
significativamente diferente entre os tratamentos.

TABELA 3: Concentracao de fendlicos totais

TRATAMENTOS Concentracdo de
fendlicos (mg EAG/L)!

Infus@o de folhas, solucdo padréo 281,82

Infusé@o de folhas, solu¢do 20 uM Cu 207,1¢

Infusé@o de folhas, solu¢do 40 yM Cu 180,34

Infusé@o de folhas, solu¢do 60 uM Cu 223,5°

Decoccéo de raizes, solugcdo padréo 17,4¢

Decoccéo de raizes, solugdo 20 uM Cu 18,2¢

Decoccéo de raizes, solugdo 40 uM Cu 12,68

Decoccéo de raizes, solugao 60 uM Cu 17,1¢

Média 119,73

CVv? 5,38

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-
knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Img EAG/L= miligramas de equivalentes de acido
galico por litro; 2CV=coeficiente de variacao.

Extratos de P. sagittalis e Origanum majorana L. apresentaram modificacdes

em sua composi¢ao quimica de acordo com a origem de suas folhas (Rossato et al.
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2010; Baldoni 2017), demonstrando que assim como ocorre em P. glomerata a
producdo de substancias bioativas pelos vegetais é influenciada pela maneira como
sao cultivadas (Tabela 3). A capacidade antiproliferativa dos extratos pode estar
ligada a maior concentracdo dos compostos fendlicos, pois ja foi demonstrado para
outras espécies que possuem tais substancias em sua composi¢cdo quimica o
mesmo comportamento, tais como Pterocaulon polystachyum DC e Achyrocline
satureidoides (Lam.) DC., cujos extratos reduziram os indices mitGticos analisados
no sistema teste A. cepa (Knoll et al. 2006; Fachinetto et al. 2007).

Nos extratos preparados a partir das raizes houve uma reducéo drastica da
concentracdo de fendlicos totais, sendo que neste caso estes valores nao diferiram
significativamente dentre os tratamentos (Tabela 3). Estudos com Pyrostegia
venusta Miers, demonstraram igualmente que o ambiente ndo influencia sua
composicdo quimica (Santos; Blatt 1998). A baixa concentracdo de compostos
fendlicos pode ser responsavel pela ndo acédo antiproliferativa dos extratos de
raizes.

Conclui-se assim que o0s extratos preparados com as folhas de Pfaffia
glomerata apresentam capacidade antiproliferativa. Esta capacidade de reduzir a
proliferacdo celular pode ser devido a presenca de substancias capazes de
influenciar o processo de divisdo celular, tais como os compostos fendlicos. Além do
efeito antiproliferativo, os extratos aquosos das folhas de P. glomerata né&o
apresentaram genotoxicidade, mas ainda sdo necessarios estudos mais completos
sobre sua acgao para indicagéo de seu uso.

A concentracdo de fendlicos totais foi 16 vezes maior em extratos de folhas

quando comparados aos preparados com as raizes. A reducdo na quantidade de
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fendis pode ter influenciado a capacidade antiproliferativa da espécie, uma vez que
0s extratos de raizes néo foram caracterizados como antiproliferativos.

Apesar das plantas exibirem modificacbes de seu perfil quimico devido ao
ambiente em que foram cultivadas, este fator ndo influencia a citogenotoxicidade de
P. glomerata. A parte da planta utilizadaos e consequentemente a variagcdo no

processo de extracao dos extratos modificam sua agéo.
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4 ARTIGO 3!

Parametros fotossintéticos e de crescimento de Pfaffia glomerata (Spreng.)

Pedersen em cultivo com diferentes concentracgdes de zinco

RESUMO

O excesso de nutrientes pode afetar o crescimento e desenvolvimento de plantas como
Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen. O objetivo deste estudo foi analisar a influécia do
excesso de zinco na producédo de biomassa, biometria radicular e fotossintese de P. glomerata.
Foi utilizado um geno6tipo da espécie para aquisicdo das mudas por meio de propagacao in
vitro. Em casa de vegetacdo foi realizado o cultivo das mesmas utilizando-se como tratamento
quatro niveis de Zn: 2; 50; 75 ¢ 100 uM. As solugdes nutritivas foram aplicadas durante 84
dias, quando foi feita analise de parametros fotossintéticos e producdo da biomassa. 25% do
sistema radicular foi congelado para posterior analise da biometria radicular. Os dados foram
submetidos a analise estatistica pelo teste de Scott-Knott com 5% de significAncia. A
producdo de biomassa fresca foi reduzida principalmente na parte aérea para os tratamentos
de 75 e 100 uM. O comprimento, area superficial e volume de raizes de P. glomerata foram
reduzidos nos tratamentos de 50 e 75 M. A taxa de transpiracéo e assimilacdo, a condutancia
estomatica, a eficiéncia no uso da agua e de carboxilagcdo foram os pardmetros fotossintéticos
afetados pelos tratamentos de Zn. Visivelmente as plantas apresentaram variacdo na coloragéo
das folhas. As interferéncias causadas pelo excesso de Zn ndo apresentaram uma correlagédo
direta. Conclui-se que P. glomerata tolera pequenos excessos de Zn, conseguindo sobreviver
nessas condi¢des apesar de pequenas alteracbes em seu crescimento e desenvolvimento.

PALAVRAS-CHAVE: nutri¢do vegetal, estresse mineral, metais.
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Excess of nutrients can affect the growth and development of plants such as Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen. The objective of this study was to analyze the influence of excess zinc on
biomass production, root biometry and photosynthesis of P. glomerata. A genotype of the
species was used to acquire the seedlings by means of in vitro propagation. In the greenhouse
the cultivation of the same was carried out using as treatment four levels of Zn: 2; 50; 75 and
100 uM. The nutrient solutions were applied during 84 days, when photosynthetic parameters
and biomass production were analyzed. 25% of the root system was frozen for further analysis
of root biometry. Data were submitted to statistical analysis by the Scott-Knott test with 5%
significance. The production of fresh biomass was reduced mainly in the aerial part for the
treatments of 75 and 100 uM. The length, surface area and root volume of P. glomerata were
reduced in treatments of 50 and 75 uM. The rate of transpiration and assimilation, stomatal
conductance, water use efficiency and carboxylation were the photosynthetic parameters
affected by Zn treatments. Visibly the plants showed variation in leaf color. Interference
caused by excess Zn did not show a direct correlation. It is concluded that P. glomerata
tolerates small excesses of Zn, being able to survive under these conditions despite small
changes in its growth and development.

KEY WORDS: plant nutrition, mineral stress, metals.

INTRODUCAO

O zinco (Zn) é um nutriente vegetal requerido em baixas concentracdes, porém
fundamental para diversas func¢bes na planta. Estima-se que esse metal seja componente de
pelo menos 300 enzimas, contribuindo como elemento estrutural ou catalitico, participando de
processos metabolicos, tais como respiracdo, biossintese de clorofila, sintese de proteinas e

RNA, multiplicacdo celular e na fertilidade do polen (Gupta et al., 2011; Broadley et al.,
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2007; Prado, 2008). Devido a crescente expansdo industrial, agricola e urbana as
concentragOes de Zn no solo estdo se tornando cada vez maiores, podendo levar a toxicidade
das plantas e afetar a salide humana, devido ao consumo dessas espécies (Wuana; Okieimen,
2011).

O estresse causado as plantas devido ao excesso de Zn poderd acarretar em uma
reducdo na producdo de biomassa e crescimento, pois esta diretamente ligado ao processo de
divisdo celular, além de levar a um retardo no desenvolvimento radicular e reduzir a
fertilidade do polen (Broadley et al., 2007; Li et al., 2013). Fisiologicamente, 0 aumento de
Zn leva a uma maior producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e a alteragdes no
processo fotossintético uma vez que atua no transporte de elétrons e na biossintese de
clorofila (Cambrollé et al., 2015; Chen et al., 2008). Podera haver também desequilibrio de
outros nutrientes, pois 0 excesso de Zn afeta a cadeia transportadora de elétrons, a absor¢éo e
a translocacdo dos demais metais (Magalhé&es et al., 2004; Jiang; Wang, 2008; Wang et al.,
2009). A maneira pela qual a planta serd afetada dependera da espécie e de seu estagio de
desenvolvimento, pois muitas possuem mecanismos de defesa diferenciais para tolerar
alterac@es nutricionais do solo (Li et al., 2012; Marques; Nascimento, 2014).

As plantas medicinais sofrem diretamente com a toxidez por metais e, devido a seu
consumo cada vez mais frequente, sua utilizacdo pode acarretar em intoxicacdo humana.
Dentre as species medicinais destaca-se Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen,
Amaranthaceae, nativa do Brasil, popularmente conhecida como para-tudo ou ginseng-
brasileiro, que apresenta grande importancia devido a seu uso em substituicdo ao ginseng-
coreano, Panax ginseng C.A. Meyer (Souza; Lorenzi, 2005; Vigo et al., 2004). Seus extratos
sdo caracterizados medicinalmente principalmente por apresentar agdo tonica, afrodisiaca,
adaptégena (antiestresse), antioxidante, tranquilizante e anti-inflamatéria (Neto et al., 2005;

Souza et al., 2005; Marques et. al., 2004; Freitas et al., 2004; Vigo et al., 2004). Tais
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caracteristicas se devem a sua composic¢ao quimica, contendo acido glomérico (triterpendide),
acido pfamérico (nortriterpendide), [-ecdisona, rubesterona, acido oleandlico e f-
glucopiranosiloleanato (Shiobara et al., 1993).

Pfaffia glomerata j& foi utilizada para outros estudos sobre efeitos de metais em seu
desenvolvimento, onde foi descrito que a mesma apresenta tolerdncia moderada a metais
como mercario (Hg) e cobre (Cu), mas, devido a sua ampla variabilidade genética tal
tolerancia pode ndo ser uniforme entre a espécie (Calgaroto, 2009; Neis, 2013; Kamada et al.
2009). Ja foi demonstrado que P. glomerata reage de maneira negativa a niveis de Zn de 200
puM, principalmente no que diz respeito a produgdo de biomassa e no desenvolvimento
radicular.

Deste modo, o trabalho teve como objetivo analisar o crescimento, o desenvolvimento
radicular e aspectos fotossintéticos de P. glomerata cultivada com diferentes concentracdes de

zinco.

MATERIAIS E METODOS

Neste experimento foi utilizado um gendtipo de Pfaffia glomerata, denominado GD. O
qual pertence a colecdo de plantas medicinais da Universidade Federal de Grande Dourados
(UFGD), Dourados, Mato Grosso do Sul (MS), estando depositado no Herbario DDMS
(exsicata numero 1951). Seguindo protocolo estabelecido por Nicoloso et al. (2001), foi
realizada a propagacdo clonal in vitro deste genoétipo, na qual segmentos nodais de um (1)
centimetro foram propagados em meio MS normal (Murashige & Skoog 1962), suplementado
com 6 g.L! de &gar, 30 g.L! de sacarose e 0,1 g.L! de mio-inositol. Durante 21 dias,

permaneceram em camara climatizada a 25°C, com fotoperiodo de 16 horas.
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Apos obtencdo do numero de mudas necessarias, as mesmas foram transplantadas para
vasos forrados com sacos plastico, reduzindo a perda de solugdo nutritiva, e preenchidos cada
qual com 5 Kg de areia previamente lavada e peneirada. Todos os vasos foram pesados com a
areia seca e posteriormente foi realizada a saturacdo hidrica dos mesmos para se determinar o
peso que correspondesse a 70% de umidade, condicdo imposta durante o experimento.
Durante a primeira semana, todos 0s vasos receberam solucgdo nutritiva de Hoagland e Arnon
(1950) modificada, para processo de aclimatacdo, passado este periodo quatro plantas foram
separadas por tratamento. Foram utilizadas quatro diferentes solugdes nutritivas contendo 2
(padréo), 50, 75 ¢ 100 uM de zinco.

As plantas permaneceram recebendo as solugdes, em casa de vegetagdo com condic¢des
controladas, por 84 dias. Durante esse periodo, 0s vasos eram pesados diariamente, ao ndo
atingirem o peso determinado para a condigdo de 70% de umidade, 0s mesmos recebiam a
solucdo relativa a seu tratamento até alcancar o peso determinado. Quando primeiramente foi
realizada analise de parametros fisiologicos onde foram avaliadas a taxa de assimilacdo de
CO2 (A), a condutancia estomatica (GS), a concentracdo de CO; interno (Ci) e a transpiracédo
(E) por meio de um analisador portéatil Li-Cor 6400XT, e a eficiéncia do uso da agua (EUA) e
a eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/Ci) foram obtidos pela razdo entre o CO; fixado na
fotossintese e o total de dgua transpirada. A analise de tais parametros foi iniciada as 9 horas
da manha e foram utilizadas a terceira folha completamente expandida a partir do apice a base
do colmo e a terceira da base do colmo em direcdo ao apice (folha jovem e folha velha,
respectivamente).

Na sequéncia foi realizada a contagem do ndmero de folhas e medicdo das plantas,
apos, as mesmas foram coletadas e em seguida as folhas, caules e raizes (previamente lavadas
e secadas em papel filtro) foram pesadas para obtencdo da massa fresca. O material foi

depositado em estufa a uma temperatura de 65°C para secagem até obtenc¢do da massa seca.
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Para as raizes, 25% de seu material fresco nao foi seco, mas congelado para analise do
desenvolvimento radicular. Apds o descongelamento em temperatura ambiente, as raizes
foram digitalizadas com auxilio de um scanner Epson 11000 XL e a analise da biometria foi
obtida com suporte do software WinRhizo Pro, por meio do qual foi possivel determinar o
comprimento total, area superficial, volume total e o didmetro médio das raizes.

Todos os dados foram analisados estatisticamente pelo teste Scott-Knott com nivel de

significancia de 5% utilizando o programa Sisvar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O nutriente zinco presente no meio de cultivo em concentragGes superiores a ideal (2
uM) pode causar alteragbes no crescimento e desenvolvimento da planta reduzindo a
producdo de biomassa, alterando o processo fotossintético e causando clorose foliar (Broadley
et al., 2007). Neste estudo os resultados demonstraram que o Zn afetou apenas a massa fresca
de parte aérea. No que diz respeito ao caule, a interferéncia se deu somente nas maiores
concentracdes (75 e 100 uM), sendo que ambas ndo diferiram entre si para os valores
encontrados. A massa seca das folhas demonstrou reducdo nos tratamentos com 50 e 75 uM
de Zn, o que pode ser indicado pela reducdo no nimero de folhas nestes tratamentos (Tabela
1).

Em estudos realizados por Frizzo (2017), P. glomerata ao ser cultivada com 200 e 400
UM de zinco apresentou redugdo na massa seca da parte aérea e na massa seca total, sendo
que durante os tratamentos o acesso GD, o mesmo utilizado neste estudo, apresentou
tolerdncia ao aumento nos niveis de Zn, tendo menor reducéo na produgdo de biomassa, area
foliar e concentragédo de clorofila. A redugdo no crescimento e alteracdo de processos

metabolicos de espécies expostas ao Zn pode ser explicada pelo fato deste metal estar
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diretamente ligado ao processo de divisao celular, sendo que a resposta da planta dependera
da espécie e do nivel de estresse causado (Broadley et al., 2007; Jain et al., 2010).

Bernardy et al. (2016), observaram que em hidroponia, apés sete dias de tratamento o
acesso GD, apresentou aumento na producao de biomassa em resposta a niveis moderados de
Zn (50, 36 ¢ 40 uM), porém aos 14 dias tais respostas foram diminuindo. Outros autores ja
relataram o aumento na producgdo de biomassa em relacdo ao incremento moderado de zinco
em outras espécies, pois se tratando de um micronutriente sua presenca pode de inicio
estimular o crescimento de espécies tolerantes ao estresse causado por este metal (Disante et
al., 2010). Em Phyllostachys pubescens Mazel ex H. de Lehaie, a massa seca de raizes nos
tratamentos de 10 a 100 uM nao foi afetada, mas quando houve aumento nas concentragdes
(200 e 400 M) a massa seca da espécie foi inteiramente afetada (Liu et al., 2014).

Natale et al. (2004), demonstraram que niveis elevados de Zn reduziram a producéo de
biomassa seca de raizes e parte aérea de mudas de maracujazeiro (Passiflora edulis Sims).
Segundo Malavolta et al. (1997), a reducéo na producdo de biomassa pode estar explicada ao
fato de se acumularem tampdes no xilema que contém o metal e dificultarem a elevacdo da
seiva bruta.

Em Beta vulgaris L., a medida que se elevaram os niveis de Zn a massa seca de raizes,
namero de folhas e area foliar foram reduzidas, além disso, as folhas apresentavam sintomas
visiveis, tais como clorose (Sagardoy et al., 2009). Diferente do que ocorre neste estudo,
onde a maior concentracdo de Zn aumentou o numero de folhas, porém visivelmente foi
possivel observar variacdo na coloracdo das folhas (Figura 1).

Ja foram determinadas respostas de P. glomerata a outros metais, onde mercurio (Hg)
e aluminio (Al) reduziram os principais parametros de crescimento, diferente do que ocorreu
em tratamentos com cadmio (Cd), onde a espécie ndo foi afetada negativamente (Calgaroto,

2009; Maldaner et al., 2015; Gomes et al., 2013).



176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

59

No que diz respeito a biometria radicular os tratamentos de 50 e 75 pM demonstraram
reducdo no comprimento, &rea superficial e volume de raizes de P. glomerata, ndo diferindo
entre si (Tabela 2). O didmetro das raizes ndo foi alterado dentre os tratamentos. Em estudos
realizados por Frizzo (2017), o acesso GD reduziu a area superficial e 0 volume apenas em
nivel de 400 uM de Zn ao mesmo tempo que o didmetro radicular foi afetado, ao passo que no
presente estudo concentracbes menores ja alteraram os parametros radiculares e o maior nivel
(100 uM) nédo afetou tais caracteres. Bernardy (2016) relatou o mesmo efeito inibitério no
crescimento radicular, area superficial e volume radicular de P. glomerata em resposta aos
tratamentos com Zn. Demonstrando que o sistema radicular da espécie é sensivel ao excesso
de Zn o que pode estar relacionado ao fato das raizes estarem em contato direto com o fator
estressante, uma vez que a reducdo no crescimento das raizes € umas das respostas mais
rapidas ao excesso de metais (Degenhardt; Gimmler, 2000). Na planta modelo Arabidopsis
thaliana, alteracGes induzidas por Cd\Cu\Zn nas raizes foram relacionadas a alteracfes na
relacdo auxina\cataquina devido as funcdes exercidas por estes metais (Sofo et al., 2013).

Em Phyllostachys pubescens, niveis baixos de Zn também diminuiram o crescimento
radicular, cuja resposta em 100 puM foi ainda maior, sendo que as raizes apresentaram
comprimento muito inferior neste tratamento. Nesta espécie ndo foram notadas diferencas nas
repostas dos tratamentos entre 100 e 400 uM e niveis baixos (10 pM) aumentaram 0s
parametros radiculares consideravelmente (Liu et al., 2014). Resultados semelhantes foram
encontrados em sete variedades de arroz (Oryza sativa L.) onde o comprimento, diametro
médio, area superficial e volume aumentaram em concentracGes baixas de Zn, mas foram
decrescendo a medida que se aumentavam tais concentracfes (Sharifianpour et al., 2014).

Para os parametros fisiologicos foram medidas a taxa de assimilacdo (A), a
conduténcia estomatica (GS), a concentracdo de CO: (Ci), a taxa de transpiracdo (E), a

eficiéncia no uso da 4gua (EUA) e a eficiéncia da carboxilagdo (A\Ci) em uma folha superior
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e uma inferior (Tabela 3). De maneira geral os pardmetros foram superiores quando medidos
na folha superior no tratamento controle, sendo estas folhas as mais jovens. Esse resultado
pode ser justificado pela maior atividade fotossintética desses 6rgaos.

A taxa de assimilacdo foi maior em folhas superiores, sendo mais afetadas pelos
tratamentos de 50 pM de Zn em ambas as folhas (superior e inferior). No que diz respeito a
condutancia estomatica, as folhas inferiores reduziram os valores independentemente dos
tratamentos aplicados, dentre as folhas superiores todos os niveis de Zn reduziram GS, sendo
0 de 100 pM o de maior redugéo.

Os resultados encontrados para a concentracdo de CO- diferiram apenas ao se analisar
a origem das folhas, sendo as superiores mais eficientes que as inferiores, porém os resultados
ndo diferiram entre os tratamentos. O tratamento de Zn 50 pM em folhas inferiores foi o
responsavel pela maior reducdo na taxa de transpiracdo de P. glomerata, esse nivel também
foi 0 que mais reduziu este valor em folhas superiores. A eficiéncia no uso da agua foi o Gnico
fator em que as folhas inferiores apresentaram resultados melhores que as superiores, neste
caso 0s tratamentos de 50 e 75 puM de Zn em folhas inferiores foram os de maior eficiéncia. A
eficiéncia da carboxilacdo foi inferior em tratamentos de 50 e 100 uM em folhas inferiores e
dentre as superiores também foram os que mais afetaram este parametro.

O aumento da disponibilidade de Zn pode levar a reducdo da eficiéncia fotossintética
por diversos fatores, como inibicdo da biossintese de clorofila, reducdo da assimilacdo do
carbono, interferéncia na cadeia transportadora de elétrons e na absorcdo de outros nutrientes
(Chen et al., 2008; Dhir et al., 2008; Magalhaes et al., 2004; Wang et al., 2009). A alteracdo
na coloracgdo das folhas apresentada pelas plantas deste experimento (Figura 1) é um fator que
demonstra alteragcBes na concentracdo de pigmentos fotossintéticos. Estudos com espécies
como Canavalia ensiformis (L.) DC, Zea mays L. e Avena strigosa Schreb., demonstraram

clorose foliar e diminuigéo das clorofilas e carotenoides (Santana et al., 2015; Tiecher et al.,
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2016a; 2016b). Com isso ha reducdo na captacdo de energia e consequentemente no
crescimento das espécies.

Em Limoniastrum monopetalum (L.) niveis de Zn superiores a 90 uM, reduziram a
atividade fotossintética (Cambrollé et al., 2013). Neste estudo pode-se perceber uma reducao
ja em 50 uM. Frizzo (2017), relatou alteracdes fotossintéticas de P. glomerata, mas em niveis
superiores aos utilizados neste estudo.

Por meio dos resultados analisados conclui-se que a producdo de biomassa e o
crescimento de Pfaffia glomerata sdo pouco afetados pelos niveis de zinco testados, indicando
que a espécie apresenta toler&ncia ao Zn nessas condi¢cGes. A biometria radicular e os

parametros fotossintéticos sdo os mais afetados pelo excesso de zinco.
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Tabela 1: Parametros de crescimento de Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen cultivada sob concentragdes de zinco.

TRATAMENTOS MFR(grama MSR(grama MFC(grama MSC(grama MFF(grama MSF(grama MFT(grama MST(grama ALTURA N°

planta™?) planta™?) planta?) planta?) planta?) planta?) planta?) planta?) (cm™) FOLHAS
Controle 61,02 8,128 65,52 7,542 43,52 5,462 170,02 21,122 137,302 135,0°
Zn 50 uM 52,02 8,128 60,52 6,502 41,02 4,65° 153,52 19,272 127,028 130,5°
Zn 75 uM 55,02 6,152 53,00 5,872 41,02 4,22° 145,52 16,452 128,252 124,0°
Zn 100 uM 56,52 7,892 57,5 7,132 37,52 5,418 155,02 20,432 118,308 164,02
MEDIA 44,0 5,45 38,12 4,37 30,25 4,13 112,37 13,96 92,1 106,72
CV(%) 19,74 32,69 13,33 20,28 13,53 16,11 14,02 21,19 15,71 13,77

* Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. MFR=massa fresca de raiz;
MSR=massa seca de raiz; MFC=massa fresca de caule; MSC=massa seca de caule; MFF=massa fresca de folhas; MSF=massa seca de folha; MFT=massa fresca total; MST=
massa seca total; CVV=coeficiente de variacao.
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Figura 1: Alteragdes visuais de Pfaffia glomerata cultivada com niveis de 100uM de Zinco.Em A encontram-se
folhas sem alteragBes na pigmentagdo. Folhas com coloragdo vermelha-alaranjada em B. Em C varia¢des no
crescimento em desenvolvimento radicular, da esquerda para a direita: tratamento padréo, 50, 75 e 100 uM de
Zn. Escala 1 cm.



Tabela 2: Biometria radicular de Pfaffia glomerata cultivada sob concetragdes de zinco

TRATAMENTOS Comprimento (cm™) Area Superficial (cm?) Volume (cm™) Diametro (mm)
Controle 8146,082 1055,272 10,932 0,822
Zn 50 uM 5625,80° 707,36° 6,88° 1,108
Zn 75 uM 6397,05° 703,79° 6,17° 1,318
Zn 100 uM 7640,502 929,287 9,032 1,062
MEDIA 5181,6 629,92 6,13 0,84
CV(%) 22,9 24,5 26,28 26,81

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Scott-knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. C\VV=coeficiente de variacao.

Tabela 3: Pardmetros fotossintéticos de Pfaffia glomerata cultivada sob concentracdes de zinco

TRATAMENTOS A GS Ci E EUA A/Ci
umol CO2 mols? mol H20 m* 5! umol CO2 mol* mmol H20 m's?  mol CO2 mol H20 ! umol m?stpPat

Controle (fi) 15,64° 0,49¢ 310,65° 6,10°¢ 2,57° 0,05°
Zn 50uM (fi) 10,04¢ 0,29°¢ 316,96° 3,44¢ 2,962 0,03¢
Zn 75uM (fi) 13,82c°® 0,36°¢ 305,03° 4,70¢ 2,948 0,040
Zn 100pM (fi) 12,43 0,37° 312,33 5,06¢ 2,46 0,03¢
Controle (fs) 19,982 1,328 332,992 8,862 2,245 0,062
Zn 50uM (fs) 15,30 0,77 335,142 5,97¢ 2,600 0,04
Zn 75uM (fs) 18,342 0,98° 330,372 7,36° 2,49° 0,052
Zn 100uM (fs) 16,33° 0,90¢ 330,342 7,51° 2,16° 0,040
Média 15,23 0,69 322,17 6,13 2,55 0,04
CV(%) 13,33 18,60 1,94 10,53 10,79 13,99

67

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de Scott-knott ao nivel de 5% de significancia. fi=folha inferior; fs=folha superior;
A=Taxa de assimilacdo; GS=Condutancia Estomética; Ci=Concentracdo de CO,; E=Taxa de Transpiracdo; EUA: Eficiéncia no Uso da Agua; A\Ci=Eficiéncia da

Carboxilacéo; CV=coeficiente de variacao.
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5 ARTIGO 4!

Crescimento, biometria radicular e pardmetros fotossintéticos de Pffafia

glomerata (Spreng.) Pedersen sob influéncia de concentragoes de cobre.

RESUMO

Objetivou-se analisar o comportamento de um gendtipo da espécie
Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, quando cultivada sob excesso de
cobre (Cu). Foi realizada propagacdo vegetativa in vitro para obtencdo das
mudas que posteriormente foram cultivadas em casa de vegetacdo onde
durante 84 dias receberam solucdes nutritivas com diferentes niveis de Cu,
sendo cada concentracdo um tratamento, a saber: 0,5 (padrdo), 20, 40 e 60
UM. Foram utilizadas duas folhas por planta para andlise de par@metros
fotossintéticos, 25% do sistema radicular para determinacdo de sua biometria
e o restante do material foi pesado para obtencdo da biomassa. Os dados
foram analisados pelo teste estatistico Scott-Knott com 5% de nivel de
significancia. Os resultados demonstram que o Cu age principalmente na
reducdo da producdo de fitomassa da parte aéreq, sendo as plantas do
tratamento de 60 uM as mais afetadas. As raizes apresentaram decréscimo
no seu comprimento radicular em todos os tratamentos com excesso e na
drea superficial apenas em 40 e 60 uM. A idade foliar foi o que mais
influenciou a reducdo dos par@metros fotossintéticos, apenas para a
concentracdo interna de CO», eficiéncia no uso da dgua os fratamentos

demonstraram alguma interferéncia. A partir dos dados apresentados pode-

Artigo redigido conforme normas da Revista Comunicata Scientiae
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se concluir que P. glomerata tolera um desequilibrio nutricional causado
pelos niveis de cobre testados, mas ndo sem apresentar danos a seu
crescimento e desenvolvimento.

PALAVRAS-CHAVE: fitomassa, fotossintese, estresse nutricional.

ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the behavior of a genotype
of the species Pfaffia glomerata (Spreng). Pederesen when grown under
excess copper (Cu). Vegetative propagation was carried out in vifro to
obtain the seedlings that were |later grown in a greenhouse, where for 84 days
they received nufrient solutions with different levels of Cu, each
concentration being a treatment: 0.5 (standard), 20, 40 and 60 pM. Two
leaves per plant were used for the analysis of photosynthetic parameters, 25%
of the root system to determine its biometry and the rest of the material was
weighed to obtain the biomass. The data were analyzed by the Scott-Knoftt
statistical test with 5% level of significance. The results demonstrate that Cu
acts mainly in the reduction of shoot biomass production, with 60 uM
treatment plants being the most affected. The roots showed a decrease in
their root length in all treatments with excess and in the surface area only in
40 and 60 pM. The leaf age was the one that most influenced the reduction
of the photosynthetic parameters, only for the internal concentration of CO2,
efficiency in the water use the freatments showed some interference. From

the data presented, it can be concluded that P. glomerata tolerates a
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nutritional imbalance caused by the copper levels tested, but not without
damage to its growth and development.

KEY WORDS: phytomass, photosynthesis, nutritional stress.

INTRODUCAO

O género Pfaffia € um dos 20 géneros dentro da familia
Amaranthaceae e estd representado na flora brasileira com cerca de 27
espécies nativas, as quais sdo caracterizadas como ervas ou subarbustos
eretos ou semiprostrados encontrados principalmente em ambiente de mata
ciliar (Fank-de-Carvalho et al., 2012; Marchioretto et al., 2009). Dentre as
espécies destaca-se Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, conhecida
popularmente como ginseng brasileiro ou para-tudo e muito utilizada na
medicina popular em substituicdo ao ginseng coreano, Panax ginseng C.A.
Meyer (Alves et. al., 2006; Vigo et. al., 2004).

Os extratos medicinais de P. glomerata sdo caracterizados
qguimicamente pela presenca de dcido glomérico (triterpendide), dcido
pfameérico (nortriterpendide), p-ecdisona, rubesterona, dcido oleandlico e B-
glucopiranosiloleanato o que justifica suas acdes tbnica, afrodisiaca,
adaptégena (antiestresse), antioxidante, franquilizante e anti-inflamatdria
(Shiobara et al. 1993; Freitas et al. 2004; Vigo et al. 2004).

No Brasil, P. glomerata, possui também grande importdncia comercial
devido a sua exportacdo, apenas entfre janeiro e maio de 2012, cerca de

duas toneladas de raizes da espécie foram extraidas (Oliveira, 2012). Grande
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parte desse material € adquirido diretamente da natureza, sem que haja um
controle de sua qualidade.

Devido ao amplo crescimento das indUstrias, cidades e a expansdo
agricola, os solos brasileiros vém sofrendo com a poluicdo, sendo o aumento
nos niveis de metais um dos problemas que mais afeta a producdo de
vegetais para consumo humano (Wuana; Okieimen, 2011). As plantas ao se
depararem com um desequilibrio nutricional podem alterar seus processos
metabdlicos e com isso reduzir seu crescimento. Alteracdes na biomassa, na
altura, no desenvolvimento radicular e no processo fotossintético sdo as
principais caracteristicas afetadas devido ao estresse causado pelo
desequilibrio nutricional.

O metal cobre (Cu) € um micronutriente para plantas e humanos.
Requerido em baixas concenfracdes nas plantas, possui papel fundamental
na fotossintese, respiracdo e atua como cofator e parte estrutural de
enzimas, na lignificacdo e metabolismo da parede celular, na mobilizagdo
de metais, denfre outras funcdes (Burkhead et al., 2009; Marschner, 2012;
Yruela, 2005). Afualmente os niveis de Cu no solo vém aumentando,
podendo levar a toxicidade, principalmente por causar reacdoes de Fenton,
qgue aumentam a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s) o que
acaba causando danos as proteinas, lipidios e dcidos nucleicos (Drgzkiewicz
et. al., 2007). Seu excesso tfambém leva a reducdo no crescimento radicular,
biomassa, aparecimento de clorose e alteracdes no tfransporte de elétrons

durante a fotossintese (Mench; Bes, 2009; Marschner, 2011, Yruela, 2005).
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Os limiares de toxicidade para Cu dependem da espécie afetada e
da duracdo deste estresse. Estudos anteriores mostraram que P. glomerata
apresentou toler@ncia média a metais como aluminio, mercurio e zinco
(Maldaner et al., 2015; Skrebsky et al., 2008; Calgaroto, 2009; Bernardy et al.,
2016).

Assim o objetivo deste estudo foi determinar a influéncia de
concentracdoes de cobre no crescimento, na biomefria radicular e no

processo fotossintético de P. glomerata.

METODOLOGIA

Os exemplares de P. glomerata uflilizados neste estudo foram
adquiridos por meio de propagacdo clonal in vifro seguindo protocolo
estabelecido por Nicoloso et al. (2001) onde segmentos nodais de um (1) cm
foram propagados em 10mL de meio MS (Murashige & Skoog 1962),
suplementado com 6 g.L'' de dgar, 30 g.L'! de sacarose e 0,1 g.L'7 de mio-
inositol. Foi utilizado o gendtipo designado GD, o qual é pertencente a
colecdo de plantas medicinais da Universidade Federal de Grande
Dourados (UFGD), Dourados, Mato Grosso do Sul (MS), estando depositado
no Herbdrio DDMS (exsicata niumero 1951).

Os segmentos foram mantidos em cdmara climatizada no Laboratdrio
de Biotecnologia da Universidade Federal de Santa Maria-RS, a uma
temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 16 horas, durante 21 dias. O

processo foi repetido até se possuir o nUmero de explantes necessarios.



119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

73

Em casa de vegetacdo, foram separados vasos plasticos forrados com
sacos pldasticos, onde se colocou 5 Kg de areia previamente peneirada,
lavada e secada. Foi realizada a pesagem de cada vaso com a areia seca
e posteriormente em condi¢cdo de saturacdo hidrica para se determinar o
peso que indica uma condicdo de umidade a 70%, utilizada no experimento.
Em cada vaso foi colocada uma muda de P. glomerata, as quais nos
primeiros sete dias receberam solucdo nutritiva padrdo de Hoagland e Arnon
(1950) modificada.

Passado este periodo, quatro vasos foram separados por tratamento,
que consistiram em diferentes concentracdes de cobre na solucdo nutritiva:
0,5 (padrdo); 20; 40 e 60 uM. A colocacdo da solucdo era feita por meio da
pesagem dos vasos, C€aso os mesmos ndo apresentassem o peso
correspodente a condicdo de 70% de umidade, recebiam a solucdo
correspondente a seu fratamento até obter tal medida. As plantas
permaneceram em cultivo nestas condicoes por 84 dias.

Apss o periodo de cultivo em casa de vegetacdo iniciou-se a andlise
de par@metros fisioldgicos, as 9 horas da manha. Para isto foram utilizadas
duas folhas por planta: a terceira folha completamente expandida a partir
do dpice a base do colmo e a terceira da base do colmo em direcdo ao
dpice (folha jovem e folha velha, respectivamente). Foram determinados a
taxa de assimilacdo de CO; (A), a conduténcia estomdatica (GS), a
concentracdo de COq2 interno (Ci) e a transpiracdo (E) por meio de um

analisador portdatil Li-Cor 6400XT e a eficiéncia do uso da dgua (EUA) e a
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eficiéncia instantGnea de carboxilacdo (A/Ci), os quais foram obftidos pela
razdo entre o CO2 fixado na fotossintese e o total de dgua transpirada.

Posteriormente, as folhas de cada planta foram contadas e medidas.
Depois todas as plantas foram coletadas, lavadas e secadas em papel filtro,
e foi determinada a massa fresca de folhas, caule e raizes. O material foi
colocado em sacos de papel em estufa a uma temperatura de 65°C para
secagem até obtencdo da massa seca.

Para as raizes somente 75% do material fresco foi colocado para
secagem, os demais 25% foram congelados para andlise da biometria
radicular. As mesmas foram descongeladas em temperatura ambiente e
digitalizadas em scanner Epson 11000 XL e a biometria obtida com suporte
do software WinRhizo Pro, onde se determinou o comprimento total, a drea
superficial, o volume total e o didmetro médio das raizes.

Todos os dados foram analisados estatisticamente pelo teste Scott-

Knott com nivel de signific@ncia de 5% utilizando o programa Sisvar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por ser essencial a diversos processos metabdlicos em vegetais, a
presenca de cobre em niveis diferentes dos considerados ideais pode afetar
o crescimento e desenvolvimento das plantas. Neste estudo ao se analisar a
influéncia de concentracdes excessivas desse metal em P. glomerata
observou-se que a planta no que diz respeito a producdo de biomassa,

reduziu sua massa fresca total em todas as doses testadas (20, 40 e 60 uM),
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conforme dados demonstrados na Tabela 1. A massa seca total, por sua vez,
ndo apresentou reducdo significativa em comparacdo & concentracdo
confrole. Analisando-se os oOrgdos vegetais individualmente, pode-se
perceber reducdo na massa fresca da parte drea (caule e folhas) e massa
seca de caule apenas para o fratamento de 60 uM. Os demais resultados de
biomassa ndo diferiram significativamente.

Em estudos com Zea mays L., Luchese et al. (2004) demonstraram que
a massa seca da parte aérea € reduzida conforme aumentam-se os niveis
de Cu, e que para raizes essa reducdo ndo é significativa. Em Ricinus
communis L. a producdo de fitomassa foi até mesmo estimulada em
concentracdes excessivas de Cu até certo ponto e posteriormente reduzida,
isso pode ocorrer devido ao fato do cobre ser essencial para as plantas e em
niveis ndo tao excessivos estimular o crescimento (Chaves et al., 2010).

Fernandes e Henriques (1991) indicam que tal reducdo na producdo
de fitomassa pode ser devido a inibicdo causada ao processo de divisdo
celular. Outra explicacdo seria o aumento na producdo de ERO’s, o que
leva ao estresse oxidativo reduzindo o crescimento, principalmente de raizes
e folhas, uma vez que ERO’s podem causar danos a varias moléculas,
levando a peroxidacdo lipidica da membrana, por exemplo (Benavides et
al.,2005; Li et al., 2012; Bouazizi et al., 2010). A maneira como o Cu afetard a
planta dependerd da espécie analisada e da interacdo com os demais
fatores que influenciom o crescimento da mesma (Carrillo-Gonzalez et al.,

2006; Fernandez-Calvino et al., 2008).
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Em relacdo & altura das plantas, as concentracdes de Cu aplicadas
ndo influenciaram este pardmetro, diferentemente do que ocorreu para o
numero de folhas, onde o fratamento de 60 uM afetou negativamente este
par@metro, auxiliando assim na reducdo da massa fresca. Em Vitis vinifera
subsp. sylvestris a taxa relativa de crescimento ndo diferiu significativamente
com o aumento de cobre até uma concentracdo de 9 mmol. LT,
concentracdes maiores afetaram a espécie reduzindo a drea foliar e a
altura das plantas (Cambrollé et al., 2013). Para Mentha crispa L., assim como
em P. glomerata, o nUmero de folhas foi reduzido nas maiores
concentracdes de Cu testadas, ao mesmo tempo em que as menores NAO
afetaram a producdo de biomassa (Boldarini, 2017). PlaGntulas de Avena
strigosa Schreb. apresentaram bom desenvolvimento em solos contaminados
com 60 uM de Cu, sendo os sinfomas de fitotoxicidade presente apenas nos
tratamentos com niveis superiores (Comiran, 2017), o que corrobora a ideia
de que cada espécie age de maneira diferenciada & contaminagcdo por
metais.

Para P. glomerata ja foram relatadas as reducdes de massas fresca e
seca das raizes e folhas em tratamentos com mercurio, onde sua presenca
afetou todos os pardmetros de crescimento da planta (Gupta et al., 2013).
Para o cddmio, Gomes et al. (2013), demonstraram que a producdo de
fitomassa seca ndo foi afetada, apesar da espécie apresentar alguns
sinfomas visiveis de fitotoxicidade.

Estudos anteriores j&@ comprovaram que o excesso de Cu altera a

estrutura das raizes, afetando principalmente seu crescimento (Chen et al.
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2013; Kopttke et al., 2009; Lequeux et al., 2010). Segundo Jiang et al. (2001), o
Cu causa inibicdo na frequéncia de divisdo celular no dpice da raiz
reduzindo seu comprimento. O fato das raizes serem o érgdo em contatfo
direto com o excesso dos metais também contribuiu ao fato de ser o érgdo
cujo desenvolvimento € mais afetado (Burkhead et al., 2009).

A andlise da biomeftria radicular demonstrou que o volume e o
diGmetro das raizes ndo foram alterados de maneira significativa nos
tratamentos com Cu (Tabela 2). O comprimento total de raizes decresceu
nas trés concentracdes excedentes em comparagcdo com o controle, porém
ndo houve diferencas entre os tratamentos. Plantas cultivadas com 40 e 60
UM de Cu também reduziram a darea superficial das raizes (790,13 e 720,98
cm2, respectivamente) em relacdo ao controle e ao nivel de 20 uM (1055,27
e 945,51 cm?, respectivamente).

Em Vitis vinifera subsp. sylvestris a concentracdo de Cu foi superior em
raizes em relacdo as folhas, o que pode explicar os danos causados a este
orgdo (Cambrollé et al, 2013, Burkhead et al., 2009). Em Urochloa
mosambicensis (Hack.) Dandy 0,62uM (Cu*?) reduziram o crescimento de
pelos radiculares e o comprimento das raizes (Kopittke et al., 2009).

Diferente do que ocorreu com P. glomerata neste estudo, o didmetro
de raizes de videira foi afetado pelo excesso de Cu, provavelmente devido a
uma maior vacuolizagcdo das células, o que pode ocasionar morte celular ou
a disposicdo desigual das camadas celulares (Juang et al., 2012; Ambrosini

et al., 2015; Guimardes et al., 2016). As alteracdes causadas na estrutura
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radicular provocam modificacdes na dindmica de absorcdo dos demais
nutrientes, podendo ocasionar a reducdo do crescimento.

Além dos sinfomas de fitotoxicidade j& citados, como reducdo na
producdo de fitomassa e no desenvolvimento radicular, outros sdo o
aparecimento de clorose foliar, desinfegracdo da membrana e alteracdo no
processo fotossintético.

Os par@metros fotossintéticos analisados para P. glomerata
apresentaram pequenas variagcoes enfre as concentracdes, sendo que a
idade da folha (jovem sendo representada pela folha superior e velha pela
inferior) foi o que mais auxiliou na reducdo destes valores, devido & maior
atividade fotossintética das folhas mais jovens. Os dados apresentados na
Figura 1 mostram que para a taxa de assimilagcdo liquida de CO2 (A), a taxa
de franspiracdo (E) e a eficiéncia de carboxilacdo (A\Ci), a idade foliar foi o
unico fator influente na reducdo dos dados, sendo que as folhas jovens
apresentaram valores superiores.

Para a condut@ncia estomdtica (GS), os valores nas folhas inferiores foi
reduzido independentemente do nivel de Cu aplicado, em relacdo as folhas
superiores, onde houve variacdo nos valores, sendo que as plantas do
tratamento controle apresentaram as  maiores importdncias. A
concentracdo de CO; interna (Ci) exibiu superioridade em folhas jovens de
P. glomerata submetidas as concentracdes padrdo, 20 e 60 uM. O
tratfamento de 40 uM ndo variou de acordo com a idade da folha, sendo

que folhas superiores no tratamento de 20 uM também ndo reduziram
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significativamente este valor. A maior reducdo foi encontrada em plantas
cultivadas nas doses controle e 60 uM de folhas inferiores.

A eficiéncia no uso da agua foi superior em folhas velhas das plantas
controle e 60 uM de Cu e folhas jovens de 40 uM. Os demais tratamentos ndo
diferiram entre si.

Cambrollé et al. (2013) relatou para V. vinifera subsp. sylvestris reducdo
em A quando houve excesso de Cu, sendo a reducdo dependente do
tempo de exposicdo ao estresse e a dose de Cu aplicada. Neste mesmo
estudo GS esteve correlacionada a A, 0 mesmo ndo ocorreu de maneira tao
direta neste estudo com P. glomerata, onde o mesmo s6 pode ser observado
para as folhas inferiores. Ci e pigmentos fotossintéticos também foram
reduzidos em V. vinifera subsp. sylvestris conforme aumento das
concentracdoes de Cu.

A clorose internerval enconfrada em Avena strigosa Schreb, em estudo
realizado por Girotto et al. (2014) com excesso de Cu, pode ser explicada
por uma reducdo na concentracdo de clorofila e na alteracdo da estrutura
das membranas dos filacdides (Li et al.,, 2012, Baszynski et al., 1988). Além
disso, esse excesso aumenta a producdo de enzimas envolvidas na defesa
as ERQOS'’s, altera o transporte de elétrons afetando a fotossintese e causando
fotoinibicdo (Yang et al., 2011; Cambrollé et al., 2015). Assim, as alteracdoes
apresentadas podem ser decorrentes de efeitos sobre a integridade do
processo fitoquimico ou da reducdo na concenfracdo dos pigmentos

fotossintéticos (Cambrollé et al., 2015).
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Outro problema ocasionado pelo excesso de metais no solo € a
variacdo na permeabilidade da membrana, afetando a absorcdo e
translocacdo de outros metais, consequentemente o excesso de Cu pode
levar a um desequilibrio nutricional e assim a toxidez pode ser resultante das
variacoes de outfros metais (Janicka-Russak et al., 2008; Cambrollé et al.,
2013).

Visivelmente foi possivel observar uma variacdo na coloragdo das
folnas de P. glomerata, que apresentaram tons vermelho-alaranjado e
arroxeado, podendo isto ser decorrente da variacdo dos pigmentos

fotossintetizantes, principalmente clorofila (Figura 2).

CONCLUSAO

Plantas de Pfaffia glomerata, gendtipo GD, alteram a producdo de
biomassa fresca quando cultivadas em concentracoes excessivas de cobre.

As raizes tém seu comprimento e drea superficial afetada pelo excesso
de Cu.

Condutancia estomdtica, concentracdo de CO2 e eficiéncia no uso

da dgua sdo afetadas pelos fratamentos testados (20, 40 e 60 uM).
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Tabela 1: Producdo de fitomassa, altura e niUmero de folhas de plantas de Pfaffia glomerata cultivadas sob niveis de

cobre.
TRATAMENTOS MFR(grama MSR(grama MFC(grama MSC(grama MFF(grama MSF(grama MFT(grama MST(grama ALTURA N°
planta-1) planta-1) planta-1) planta-1) planta-1) planta-1) planta-) planta-) (cm-1) FOLHAS
Controle 61,00¢ 8,119 65,502 7,542 43,50@ 5,479 170,000 21,12¢@ 137,30 135,002
Cu 20 uM 46,000 7.14a 59,25¢ 7,03a 38,50@ 5,300 143,750 19,44a 122,50¢ 151,002
Cu 40 uM 50,25¢ 8,39« 54,500 7,83¢ 38,500 5,36¢ 143,25 21,579 114,532 135,25¢
Cu 60 uM 46,509 6,669 43,000 5,70p 30,00e 4,100 119,50 16,440 124,579 108,75
MEDIA 42,60 5,94 37.80 4,81 30,06 4,60 110,43 15,39 93,14 109,10
CV (%) 23,40 25,90 20,12 26,19 14,32 18,39 17,32 20,39 16,00 16,20

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-knott ao nivel de 5% de probabilidade de
erro. MFR=massa fresca de raiz; MSR=massa seca de raiz; MFC=massa fresca de caule; MSC=massa seca de caule; MFF=massa fresca de folhas;
MSF=massa seca de folha; MFT=massa fresca total; MST= massa seca total; CV=coeficiente de variacdo.

Tabela 2: Biomeftria radicular de Pfaffia glomerata cultivada sob niveis de cobre.

TRATAMENTOS Comprimento (cm-1) Area Superficial (cm-2) Volume (cm-3) Diametro (mm)
Conftrole 8164,08 1055,27¢2 10,94c 0,82a
Cu 20 uM 6617,31° 945,51¢ 10,80¢ 0,91¢a
Cu 40 uM 5655,97° 790,13p 8.83¢ 0,88¢
Cu 60 uM 5512,92° 720,980 8,102 1,010
MEDIA 5224,92 717,40 7.96 0.77
CV(%) 20,07 21,80 25,42 20,21

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-knott ao nivel de 5% de probabilidade de
erro. CV=coeficiente de variagcdo



Figura 1: ParGmetros fotossintéticos de Pfaffia glomerata cultivada sob niveis de cobre
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*Médias com mesma lefra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Scoft-knott ao nivel de 5% de significGncia. CTL: controle;

sup: folha superior
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FIGURA 2: Alteracdes visuais em Pfaffia glomerata decorrentes do excesso de
cobre.

A BeC deméns’rram alteracdes na éolérogéo de folhas de P. glomerata. Em D variacdes no
sistema radicular, da direita para esquerda: tratamento controle, 60, 40 e 20 uM de Cu.
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6 DISCUSSAO

O aumento na disposi¢do de metais no solo torna necessario estudos sobre a influéncia
do desequilibrio nutricional no crescimento, desenvolvimento e metabolismo vegetal. Por ser
uma das espécies medicinais mais utilizadas e comercializadas, Pfaffia glomerata nos ultimos
anos vem despertando o interesse para pesquisas relacionadas ao efeito do excesso de metais
durante seu cultivo.

Analisando possiveis alteracfes na citogenotoxicidade da espécie, foi determinada, por
meio do sistema teste Allium cepa, a citogenotoxicidade de P. glomerata cultivada em
diferentes concentracdes de cobre (Cu) e zinco (Zn). Os resultados indicam a capacidade
antiproliferativa dos extratos de folhas de P. glomerata, independente do tratamento ao qual
as plantas foram submetidas, pois os dados ndo foram dependentes das concentracdes tanto
para Zn quanto para Cu. Além disso, a idade da planta (63 ou 84 dias) também ndo interferiu
diretamente nestes resultados.

Em ambos experimentos (concentracdes de Zn e Cu), a capacidade antiproliferativa
dos extratos foi diferente para os dois 6rgdos vegetais testados: folhas e raizes. De modo
geral, os extratos das raizes possuem menor capacidade antiproliferativa em A. cepa. Nos
tratamentos com niveis de Zn, os extratos preparados a partir do sistema radicular da planta
apresentaram capacidade antiproliferativa menor que os extratos das folhas. Apenas as raizes
do tratamento com 75 uM de Zn de ambas as coletas, e raizes de 50 uM Zn, da primeira
coleta, apresentaram valores significativamente iguais aos extratos foliares.

Se tratando das plantas cultivadas sob diferentes niveis de Cu, 0s extratos de raizes de
todos os tratamentos e coletas e os de folhas cultivadas durante 63 dias com 20 uM de Cu nao
apresentaram atividade antiproliferativa. Tal capacidade antiproliferativa ja foi comprovada
para solugGes de CuSOs por Rossato et al. (2010), porém os dados obtidos neste estudo
demonstram que a presenca de Cu em excesso na solugdo de cultivo ndo influenciou a
capacidade medicinal de P. glomerata.

Diferentemente do que ocorreu para P. glomerata, espécies como Luehea divaricata
Mart & Zucc e Costus spiralis (Jacg.) Roscoe ndo apresentaram diferengas ao se analisar
extratos preparados a partir de diferentes 6rgdos vegetativos (FRESCURA et al., 2012;
SOUSA; BAILAO, 2015). Dias et al. (2014), ao analisarem extratos de Mikania cordifolia
(L.f.) Willd. preparados com material de dois ambientes, observaram que, assim como
ocorreu para P. glomerata, as variagbes ambientais ndo influenciaram a capacidade

antiproliferativa da espécie. Frescura (2014) ndo observou diferencas no comportamento de
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Rosmarinus officinallis L. cultivada com diferentes concentracbes de nitrogénio em duas
coletas, no teste de citogenotoxicidade de A. cepa.

Variagcdes na atividade antiproliferativa de espécies de acordo com a origem do
material vegetal ja foram relatadas. Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera teve sua capacidade
antiproliferativa dependente da origem das folhas (ROSSATO et al., 2010), o que demonstra
que fatores como composicao do solo e idade da planta podem interferir na acdo da espécie,
muito devido a variacdo na producdo de metabolitos secundarios (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

Apesar das diferengas na atividade antiproliferativa, nenhum dos extratos de ambos os
experimentos evidenciaram a capacidade genotdxica da espécie, uma vez que o indice de
aberracdes cromossémicas ndo diferiu do encontrado para o controle negativo em agua
destilada. Como esperado, as raizes em contato com o controle positivo (glifosato 1%) foram
as Unicas a apresentar um aumento no aparecimento de células defeituosas.

A concentracdo de fendlicos totais foi determinada apenas para os extratos da segunda
coleta e, para ambos 0s experimentos, as concentracdes foram variadas de acordo com as
concentracdes utilizadas para as folhas e reduzidas drasticamente em extratos de raizes. Tal
reducdo foi mais dréstica nos tratamentos com Zn, onde a diferenga entre a maior e a menor
concentracdo foi de 20 vezes. Neste experimento, os extratos preparados com folhas de
plantas cultivadas com 75 uM Zn, foram as que apresentaram maior concentracdo de
fenolicos (291,05 mg EAG/L). Para os tratamentos com Cu, as folhas cultivadas com a
solucdo nutritiva padrdo proporcionaram 0s extratos com maior concentracdo de compostos
fendlicos (281,8 mg EAG/L). Estes extratos também foram os responsaveis pela maior
reducdo no indice mitético no teste de A. cepa.

Os compostos fendlicos sdo importantes para o metabolismo dos vegetais e para a
salde humana, principalmente devido a sua capacidade antioxidante e de quelacdo de metais e
sua producdo esta diretamente ligada ao cultivo das espécies (SOUSA et al., 2007). Como
exemplo, P. sagittalis e Origanum majorana L. tiveram sua composi¢do quimica alterada
devido a diferencas no ambiente em que foram coletadas, assim como ocorreu para folhas
de P. glomerata (ROSSATO et al., 2010; BALDONI, 2017). A producgéo destes compostos
organicos é variavel também dentre as estruturas vegetais, o que justifica a grande variacao
entre as concentragdes encontradas para folhas e raizes. Barni, Filho e Couto (2009)
observaram uma variagdo de até quatro vezes na quantidade de flavonoides totais comparando

folhas e caules de Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br.
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A j& comprovada capacidade de reducdo na proliferagdo celular dos compostos
fendlicos faz com que extratos com grandes quantidades destes compostos sejam indicados
para 0 processo de antienvelhecimento, prevencdo de doencas relacionadas ao sistema
cardiovascular e ao cancer (TOMAS- BARBERAN; ESPIN, 2001). A acdo medicinal de P.
glomerata pode estar ligada a presenca de compostos fenolicos, mas a capacidade
antiproliferativa das raizes de plantas cultivadas sob doses de Zn, mesmo com concentragao
baixas desses compostos, indica que outro grupo de substancias pode ser o responsavel por
esta acéo.

Tanto o cobre quanto o zinco, apesar de essenciais ao crescimento e desenvolvimento
vegetal, sdo requeridos em baixas concentracfes, sendo que em niveis maiores que as
consideradas ideais podem afetar a producdo de biomassa, o processo fotossintético e o
desenvolvimento radicular. Ao permanecer sob cultivo em concentrac@es de Zn, P. glomerata
teve a massa fresca da parte aérea afetada, sendo que para o caule o efeito foi significativo
apenas nas concentracdes de 75 e 100 uM e para as folhas em 50 e 75 uM, para 0s quais 0
nimero de folhas também foi reduzido. O acesso GD utilizado neste experimento
demonstrou ser tolerante ao excesso de Zn em estudos realizados por Frizzo (2017). Por ter
papel fundamental no processo de divisdo celular, o Zn pode afetar o crescimento das plantas
devido a alteracOGes causadas neste processo, mas a maneira e a intensidade desses efeitos
dependem da espécie afetada (BROADLEY et al., 2007; JAIN et al., 2010).

Em algumas espécies tolerantes ao aumento de Zn e Cu, niveis moderados podem
estimular o seu crescimento, como ocorreu em Phyllostachys pubescens Mazel ex H. de
Lehaie, onde apenas concentragdes superiores a 200 uM de Zn afetaram a producdo de
fitomassa e em Ricinus communis L. onde o aumento de Cu até certo ponto elevou os
parametros de crescimento (DISANTE et al., 2010; LIU et al., 2014; CHAVES et al., 2010).

Quanto ao Cu, a massa fresca total da parte area foi reduzida em todas as doses
testadas. Individualmente o caule foi 0 que teve sua biomassa mais reduzida, principalmente
em 60 uM. Assim como ocorreu com P. glomerata, a massa seca da parte aérea de Zea mays
L., também foi reduzida a medida que se aumentam as concentracdes de Cu na solugdo
nutritiva, porém sem afetar a massa do sistema radicular (LUCHESE et al., 2004).

A reducdo no crescimento pode ser explicada pelo aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO’s), levando ao estresse oxidativo e consequentemente a danos em
varias biomoléculas (LI et al., 2012; BOUAZIZI et al., 2010). Diferente do que ocorreu na
maior concentracdo de Zn aplicada, no tratamento com 60 puM de Cu o numero de folhas de

P. glomerata, apresentou decréscimo ao passo que, plantas de Avena strigosa Schreb.
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apresentaram bom desenvolvimento nesta dose, reforcando que a maneira pela qual o estresse
afeta a planta dependera da espécie analisada (COMIRAN, 2017).

Por estar em contato direto com o fator estressante, o sistema radicular pode ser o mais
sensivel ao aumento de metais e ter seu desenvolvimento afetado. Tanto para o zinco quanto
para o cobre, a biometria radicular foi afetada pelas concentracdes testadas. No caso de
plantas cultivadas nos tratamentos de Zn, foi observada reducdo no comprimento, area
superficial e volume das raizes nas doses de 50 e 75 uM. Frizzo (2017) observou alteracdes
no diametro, volume e éarea superficial no nivel de 400 puM. Resultados semelhantes
apareceram em P. pubescens, onde 100 uM de Zn ja reduziram tais parametros (LIU et al.,
2014).

Para as plantas cultivadas sob influéncia de niveis de Cu, o comprimento das raizes foi
reduzido nas trés concentracdes consideradas excedentes, mas para a area superficial apenas
as duas maiores concentracOes testadas (40 e 60 pM) foram significativas. Sofo et al. (2013),
analisando o comportamento de Arabidopsis thaliana, em relagdo a Cd\Cu\Zn, relacionaram a
alteracdo no sistema radicular a modificacBes na relacdo auxina\catequina. Variacdes na
estrutura das raizes alteram a absorcdo de metais, assim os efeitos causados pelo estresse de
Zn e Cu podem ser resultado de variagdes nas concentragdes de outros nutrientes.

As concentracOes testadas também provocaram alteragdes em alguns parametros
fotossintéticos analisados. A taxa de assimilagdo foi afetada nos tratamentos de 50 uM de Zn,
tanto em folhas jovens quanto em velhas. O mesmo tratamento foi responsavel pela maior
reducdo da taxa de transpiracdo. Para a condutancia estomatica, o nivel de 100 uM de Zn em
folhas superiores (jovens), foi 0 que reduziu de maneira mais acentuada os valores. As folhas
mais velhas apresentaram maior eficiéncia no uso da &gua, sendo que nas inferiores o
tratamento de 100 uM foi o menos eficiente. As concentracfes de 50 e 100 uM foram as que
mais afetaram a eficiéncia de carboxilacéo.

Diferente do Zn, o cobre ndo interferiu nos dados apresentados para a taxa de
assimilacdo, a taxa de transpiracdo e a eficiéncia de carboxilacdo. Para a condutancia
estomatica, apenas as folhas mais velhas sofreram alteracbes de acordo com a concentracao
aplicada durante o cultivo. A concentracdo interna de CO2 foi maior nas folhas superiores dos
tratamentos de 20 e 60 uM. As folhas velhas de P. glomerata cultivadas na solugéo padréo e
60 UM e as jovens em 40 uM foram as que apresentaram maior eficiéncia no uso da agua.

Estas alteracGes podem ser decorrentes da interferéncia de Zn na rota de sintese de
clorofila, na cadeia transportadora de elétrons e na absor¢do de outros nutrientes, além da
reducéo da assimilacdo do carbono (CHEN et al., 2008; DHIR et al., 2008; MAGALHAES et
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al., 2004; WANG et al., 2009). O Cobre por sua vez causa redugdes na concentragdo de
clorofila e alteragdo na estrutura das membranas dos tilacdides, além de aumentar a producéao
de ERO’s que afeta o sistema fotossintético (LI et al., 2012, YANG et al., 2011).

Assim, para se garantir o uso seguro de vegetais, sem riscos de intoxicacdo humana,
s80 necessarios programas de padronizacdo de cultivo das plantas, uma vez que plantas
tolerantes, tais como P. glomerata, conseguem crescer e se desenvolver em ambientes

contaminados, podendo entrar na cadeia alimentar e causar danos a saude (VIGO et al. 2004).
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7 CONCLUSAO

A atividade antiproliferativa de Pfaffia glomerata ndo é afetada pelas concentracGes de
zinco testadas e pela idade fisiologica das plantas. Extratos de folhas demonstram possuir
maior capacidade antiproliferativa sob o ciclo celular de Allium cepa.

A concentracdo de compostos fenolicos é alterada nos extratos das folhas nos
tratamentos testados durante o cultivo. Os extratos de raizes apresentam concentragdes de
compostos fenolicos até 20 vezes menores que 0s encontrados para os extratos de folhas.

As concentracOes de cobre e idade fisiologica ndo influenciam a citogenotoxicidade
dos extratos de P. glomerata.

Raizes tratadas com cobre ndo apresentam capacidade antiproliferativa. A reducdo dos
compostos fendlicos comparando-se extratos de folhas e raizes é menor, de até 16 vezes.

Em nenhum dos experimentos 0s extratos apresentam potencial genotdxico.

Outro grupo de compostos orgéanicos pode estar envolvido na atividade medicinal de
P. glomerata, sendo necessarios estudos mais completos sobre a caracterizacdo quimica dos
extratos.

No que diz respeito a producdo de biomassa, plantas de P. glomerata sdo pouco
afetadas pelo excesso de Zn, sendo a biometria radicular e o processo fotossintético os fatores
que mais sofrem influéncia das concentracdes testadas. Para o Cu, as plantas apresentam
principalmente reducdo na massa fresca da parte area e no comprimento e area superficial de
raizes. Apenas a condutancia estomatica, a concentracdo de CO: e a eficiéncia no uso da dgua
séo alterados devido ao excesso deste nutriente.

Plantas de Pfaffia glomerata, acesso GD, sdo tolerantes ao excesso moderado de cobre
e zinco.
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APENDICES

APENDICE A- EXPLANTES DE Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen AOS SETE
(ESQUERDA) E 21 (DIREITA) DIAS APOS PROPAGACAO.
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Fonte: Arquivo Pessoal

APENDICE B- PLANTAS DE Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen NO INICIO E
FINAL DO PERIODO DE ACLIMATACAO.
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Fonte: Arquivo Pessoal
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APENDICE C- PLANTAS DE Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen CULTIVADAS
SOB CONCENTRAGCOES DE ZINCO NA PRIMEIRA (ESQUERDA) E SEGUNDA
COLETA (DIREITA).
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Fonte: Arquivo Pessoal

APENDICE D- PLANTAS DE Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen CULTIVADAS
SOB CONCENTRACOES DE COBRE NA PRIMEIRA (ESQUERDA) E SEGUNDA
COLETA (DIREITA).

Fonte: Arquivo Pessoal



