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O potencial econémico de espécies medicinais nativas no Brasil é imenso, sendo necessario conservar
a diversidade genética vegetal disponivel através de estudos de caracterizacdo de germoplasma. Entre
esses estudos, destacam-se a caracterizacdo meioética, a viabilidade polinica, a analise da atividade
genotdxica e antiproliferativa, além da determinacdo dos compostos fenolicos. Dentre as espécies
nativas com potencial medicinal, Sambucus australis Cham. & Schltdl. (sabugueiro) tem grande
popularidade no tratamento sintoméatico de moléstias eruptivas, gripes e resfriados, por suas agdes
diaforética, anti-inflamatoria e analgésica. O presente trabalho teve por objetivo verificar a atividade
antiproliferativa, genotoxica e antigenotoxica de extratos aquosos de dois acessos de S. australis,
através do teste de Allium cepa, bem como determinar os compostos fendlicos presentes nesses
extratos, além de analisar 0 comportamento mei6tico e estimar a viabilidade polinica de diferentes
acessos de S. australis coletados no Rio Grande do Sul. Para determinacdo das atividades
antiproliferativa, genotoxica e antigenotdxica, foi avaliado o efeito dos extratos aquosos das
inflorescéncias e folhas de dois acessos de S. australis, nas concentragdes de 3 g.L™ e 12 g.L™, sobre o
ciclo celular de A. cepa. Os compostos fenolicos presentes nesses extratos foram determinados por
meio da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para a analise da meiose, foram
preparadas laminas pela técnica de esmagamento das anteras retiradas dos bot6es florais, observando-
se as fases de associacdo e distribuicdo dos cromossomos, sendo também determinados os indices
meidticos. Para estimativa da viabilidade polinica, as laminas foram preparadas por esmagamento das
anteras, comparando-se trés corantes: orceina acética 2%, carmim acético 2% e reativo de Alexander.
Todos os dados foram analisados estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). A partir dos
resultados, pode-se observar que o0s extratos aquosos de S. australis apresentaram atividade
antiproliferativa sobre o ciclo celular de A. cepa. Os extratos preparados a partir das folhas de S.
australis (12g.L™), em ambos acessos, também apresentaram atividade antigenotoxica. A partir da
andlise cromatografica foi possivel determinar a presenca dos seguintes compostos: acido galico, &cido
clorogénico, acido cafeico, acido elagico, rutina, quercitrina, isoquercitrina, quercetina e canferol. Por
fim, os acessos de S. australis estudados possuem comportamento meiotico regular, nimero gamético
n=19, indice meidtico superior a 90% e alta viabilidade polinica, sendo o corante reativo de Alexander
o mais eficiente para estimar a viabilidade polinica na espécie.

Palavras-chave: Sabugueiro. Caracterizacdo citogenética. Teste de Allium cepa. Grdos de polen.
Comportamento meidtico.
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The economic potential of the medicinal species native to Brazil is huge, rendering it important to
maintain the available plant genetic diversity via studies characterizing germplasm. Between these
studies, highlights the characterization meiotic and pollen viability, genotoxic and antiproliferative
activitie, beyond determination of phenolic compounds. Sambucus australis Cham. & Schitdl.
(“sabugueiro”) numbers among the native species with medicinal potential, being widely used in the
treatment of symptoms of skin eruptions, influenzas and common colds, for its diaphoretic, anti-
inflammatory and analgesic actions. The objective of the present study was to investigate the
antiproliferative, genotoxic and antigenotoxic activity of aqueous extracts of two accesses of S.
australis, using the Allium cepa test, and to determine the phenolic compounds present in these
extracts, as well as to analyze the meiotic behavior and estimate the pollen viability of different
accesses of S. australis collected in Rio Grande do Sul state. Antiproliferative, genotoxic and
antigenotoxic activities were determined by assessing the effect of agueous extracts from the
inflorescences and leaves of two accesses of S. australis, at concentrations of 3 g.L* and 12 g.L™, on
the cellular cycle of A. cepa. High performance liquid chromatography (HPLC) was employed to
determine the phenolic compounds present in the extracts. For the meiosis analysis, slides were
prepared by squashing technique of the anthers removed from the flower buds. The phases of
association and distribution of the chromosomes were observed and meiotic indexes determined. To
estimate pollen viability, the slides were prepared by squashing the anthers, comparing three stains:
2% acetic-orcein, 2% acetic-carmine, and Alexander’s reaction. All statistical analyses of the data
were performed using the Scott-Knott test (p<0.05). Results showed that the aqueous extracts of S.
australis exerted antiproliferative activity on the cellular cycle of A. cepa. The extracts prepared from
S. australis (12g.L™) leaves, for both accesses, also exhibited antigenotoxic activity. Chromatographic
analysis disclosed the presence of the following compounds: gallic acid, chlorogenic acid, caffeic acid,
ellagic acid, rutin, quercitrin, isoquercitrin, quercetin and kaempferol. Ultimately, the accesses of S.
australis studied exhibited regular meiotic behavior, gametic number n=19, meiotic index > 90% and
high pollen viability, being stain Alexander’s reaction the most efficient to estimate pollen viability in
the specie.

Keywords: Sabugueiro. Cytogenetic characterization. Allium cepa test. Pollen grains. Meiotic
behavior.
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INTRODUCAO

O conhecimento sobre as plantas medicinais, por ser de dominio publico, representou
e ainda representa o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Essa
pratica, caracterizada pela utilizacdo dos recursos naturais como forma de tratamento e cura
de doencas, € tdo antiga quanto a espécie humana (DI STASI, 1996).

As espécies medicinais nativas do Brasil possuem um enorme potencial econdmico e,
por isso, sdo consideradas uma riqueza a ser preservada e utilizada, tornando-se necessario
conservar a diversidade genética vegetal disponivel. Assim, estudos de caracterizacdo de
germoplasma de uma espécie sdo indispensaveis para potencializar a utilizacdo dos recursos
medicinais nativos de um pais e também para possibilitar que essas espécies sejam incluidas
em um programa de melhoramento genético (PEREIRA, 2006).

No Rio Grande do Sul, muitas espécies vegetais sao utilizadas na medicina popular.
Dentre essas, destaca-se Sambucus australis Cham. & Schltdl., popularmente conhecida como
sabugueiro, sabugueiro-do-rio-grande e sabugueiro-do-brasil (NUNES et al., 2007). O género
Sambucus L., no qual se encontra S. australis, pertencia a familia Caprifoliaceae
(CRONQUIST, 1981); porem, estudos recentes incluiram Sambucus, juntamente com outro
género desta familia (Viburnum L.), na familia Adoxaceae (APG I1, 2003).

Sambucus australis ¢ uma planta nativa do Brasil, ocorrendo da Regido Sudeste até o
Rio Grande do Sul e no Paraguai, Argentina e Uruguai (BACIGALUPO, 1974; REITZ,
1985). Trata-se de uma espécie de porte médio a grande, com 3 a 4 metros de altura, de copa
irregular e bastante ramificada, com tronco tortuoso e casca fissurada. As folhas sdo
compostas imparipinadas, com 7 (raro 5) a 13 foliolos membranéaceos, de superficie brilhante,
com nervuras salientes, que exalam odor desagradavel quando amassadas. As flores séo
pequenas, de cor branca, odoriferas, reunidas em inflorescéncias corimbosas terminais. O
androceu é formado por cinco estames epipétalos, que podem apresentar filetes curtos (flores
pistiladas) ou longos (flores estaminadas). O gineceu é formado por cinco carpelos soldados
entre si, com cinco loculos e cinco rudimentos seminais. Os frutos sdo drupas globosas, de cor
roxo-escura quando maduros, contendo de 3 a 5 sementes (BACIGALUPO, 1974; REITZ,
1985; NUNES et al., 2007; LORENZI; MATOS, 2008).

Na medicina alternativa, quando preparada na forma de tintura, essa planta é usada
como agente diaforético, carminativo e diurético (JORGE et al., 1999). Infusdes preparadas

com as cascas ou as folhas sdo indicadas para casos de inflamacgéo, reumatismo, queimadura e
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dor (JORGE et al., 1999; GUARRERA et al., 2005). Suas flores sé&o utilizadas sob a forma de
infusdo ou decocgdo, como diuréticas, antipiréticas, anti-inflamatdrias, laxativo leve e no
tratamento de doencas do aparelho respiratorio, sarampo e catapora (CRUZ, 1979; REITZ,
1985; LORENZI; MATOS, 2008). As flores sdo também utilizadas externamente contra
irritacdo dos olhos, dermatoses, queimaduras leves, Ulceras bucais e pequenas injurias
(LORENZI; MATOS, 2008).

Devido a grande utilizacdo das plantas medicinais, o conhecimento das mesmas, desde
0s niveis celulares, bem como a acdo sobre 0s organismos Vvivos, torna-se imprescindivel
(FRESCURA, 2012). Dentre os estudos importantes que podem ser realizados com espécies
medicinais, destacam-se 0s de caracterizacdo citogenética, 0s quais auxiliam na resolucéo de
problemas taxonémicos, minimizando as dificuldades na sua identificacdo correta; no
fornecimento de dados importantes para a compreensdo da evolucdo das espécies; na
realizacdo de um programa de melhoramento genético, através da obtencdo de informagdes
sobre a variabilidade genética, problemas de esterilidade e possibilidades de cruzamentos
(TEDESCO, 2000); e, na informacdo de possiveis alteragdes cromossdmicas causadas pelas
plantas devido a presenca de substancias mutagénicas na sua composi¢do ou decorrentes do
seu metabolismo (BAGATINI et al., 2007).

Um dos pardmetros mais utilizados para a caracterizacdo citogenética é a analise do
comportamento dos cromossomos durante a meiose, através do qual € possivel determinar o
nivel de fertilidade e niamero hapléide do individuo. A viabilidade do pélen também é uma
caracteristica muito importante, pois evidencia o potencial do gameta masculino da espécie,
contribuindo em estudos taxondmicos, ecoldgicos e palinologicos (ARROYO, 1981,
GUINET, 1989). O conhecimento desses atributos é fundamental para a escolha de estratégias
destinadas a conservacdo e exploracdo das espéecies em seu habitat natural, com a perspectiva
de preservacao da diversidade e garantia da sustentabilidade (OYAMA, 1993).

Diversos estudos ja foram realizados com espécies medicinais nativas objetivando a
analise da meiose e viabilidade polinica. Estudando a espécie Baccharis trimera (Less.) A. P.
de Candolle (carqueja), Auler et al. (2006) encontraram porcentagem de células normais,
indice meidtico e viabilidade do po6len acima de 85%, sugerindo que essa espécie pode ser
introduzida em programas de selecdo, cruzamento e producdo de sementes. Para a espécie
Hyptis mutabilis (Rich.) Brig., foi encontrado nimero haploide n = 14 e os valores do indice
meidtico e estimativa da viabilidade polinica apresentaram-se altos, de 71,19 a 92,34% e
83,25 a 96%, respectivamente (FACHINETTO; TEDESCO, 2009). Ainda, Olkoski et al.

(2008) realizaram a caracterizacdo citogenética de Aster squamatus (Spreng.) Hieron.,
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Pterocaulon polystachyum DC. e Solidago microglossa DC., determinando que a meiose foi
regular em todos os acessos, com n = 10 para A. squamatus e n = 9 para P. polystachyum e S.
microglossa, o indice meiotico variou de 65 a 92% e a viabilidade polinica foi superior a
97%. No entanto, esses estudos sdo escassos para S. australis.

Segundo Lorenzi e Matos (2002), € de conhecimento geral que, no Brasil, as formas
usuais de preparacdo de plantas medicinais sdo os chas ou infusdes (extratos aquosos). No
entanto, o uso indiscriminado e descontrolado dessas plantas pode ser mais prejudicial a saude
da populacdo do que benéfico (FRESCURA, 2012). Além disso, estudos recentes mostraram
que os extratos vegetais tém um grande potencial para serem utilizados na medicina como
substancias capazes de prevenir ou amenizar danos causados ao organismo humano
(CORDELL, 1995). Assim, a avaliacdo do potencial genotoxico e antigenotdxico das plantas
medicinais se faz necessaria para ampliar a seguranca do uso dessas plantas pela populacéo
(STURBELLE et al., 2010). Esse potencial pode ser monitorado através da utilizacdo do
sistema teste de Allium cepa L. (cebola) (BAGATINI et al., 2007), o qual é validado pelo
Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das
Nacdes Unidas (UNEP) como um ensaio eficaz para analise € monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais (SILVA et al., 2004).

Por ser um método rapido e barato, o teste de A. cepa € um dos mais utilizados para
deteccdo de genotoxicidade. Além disso, este teste permite avaliar danos nos cromossomos e
distdrbios no ciclo mitético, pois o organismo utilizado (cebola) apresenta cromossomos
grandes e em nimero reduzido (2n=16) (FISKESJO, 1985), além de demonstrar uma alta
sensibilidade na deteccéo de agentes clastogénicos (LEME; MARIN-MORALES, 2008).

Ainda, o sistema teste vegetal de A. cepa é validado por pesquisadores que realizaram
de forma conjunta testes animais in vitro, utilizando células de medula dssea de ratos e/ou
linfécitos humanos e os resultados foram similares (CAMPAROTO et al., 2002; TEIXEIRA
et al., 2003; PINHO et al., 2010).

Os efeitos dos extratos aquosos de plantas medicinais sobre o ciclo celular de A. cepa
tém sido reportados por varios autores, como por exemplo: Knoll et al. (2006), estudando a
espécie Pterocaulon polystachyum DC.; Bagatini et al. (2009), analisando a espécie Solidago
microglossa DC.; Souza et al. (2010), examinando a espécie Artemisia verlotorum Lam.;
Neves et al. (2014), pesquisando a espécie Phyllanthus niruri L.; e, Kuhn et al. (2015)
estudando a espécie Eugenia uniflora L. Esses autores demonstraram que os principais efeitos
que ocorrem sdo genotoxicidade e antigenotoxicidade, bem como, diminuicdo da divisdo

celular (efeito antiproliferativo).
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Para complementar o estudo dos extratos de plantas medicinais, € necessario se ter o
conhecimento sobre quais compostos estdo presentes nos mesmos. Dentre as classes de
compostos com maior representacdo no reino vegetal encontram-se os compostos fendlicos,
0s quais formam um grupo quimicamente heterogéneo. S&do conhecidos dois grandes grupos
desses compostos na natureza: os acidos fenolicos e os flavonoides (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Assim, através da analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), é possivel se
obter representatividade dos compostos fenolicos presentes em extratos vegetais e, dessa
forma, estabelecer um parametro comparativo para reconhecimento de semelhancas e
diferengas entre extratos submetidos as mesmas condi¢Ges de analise (ALAERTS et al.,
2007).

Por meio dessa técnica, Scopel (2005) observou a formacdo de quatro grupos de
compostos em extratos hidroetandlicos de inflorescéncias de S. australis: 1) acidos fendlicos,
2) glicosideos de flavonoides (sem possiveis indicagdes); 3) glicosideos de flavonoides
(possivelmente hiperosideo, isoquercitrina e derivado de canferol); e, 4) flavonoides
aglicolisados (quercitina e canferol). A principal atividade farmacoldgica atribuida a esses
compostos é o efeito antioxidante (BIANCHI; ANTUNES, 1999; SOARES, 2002; DORNAS
et al., 2007).

Devido ao exposto e também a escassez de trabalhos que informem sobre a
caracterizagdo citogenética e genotoxicidade/antigenotoxicidade de S. australis, indica-se a
necessidade de pesquisas que promovam o conhecimento cientifico da espécie.

Assim, o0 presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade antiproliferativa,
genotoxica e antigenotoxica de extratos aquosos de inflorescéncias e folhas de dois acessos de
S. australis através do sistema teste de A. cepa, bem como determinar os compostos fendlicos
presentes nesses extratos (Artigo 1), além de analisar o comportamento meidtico e estimar a
viabilidade polinica através de distintos métodos de coloracdo de diferentes acessos de S.

australis (Artigo 2).
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RESUMO

Este estudo objetivou avaliar a atividade antiproliferativa, genotoxica e antigenotoxica dos
extratos aquosos de dois acessos de Sambucus australis Cham. & Schltdl. sobre o ciclo celular de
Allium cepa L., bem como determinar os compostos fendlicos presentes nesses extratos.
Inflorescéncias e folhas de S. australis foram empregadas para o preparo dos extratos aquosos em
duas concentracdes: 3 g.L™ e 12 g.L™. Os bulbos de A. cepa foram enraizados em agua destilada e,
posteriormente, transferidos para os tratamentos por 24 horas. As radiculas foram coletadas, fixadas
em Carnoy por 24 horas e armazenadas em alcool 70%. As laminas foram preparadas pela técnica
de esmagamento das pontas de raizes, coradas em orceina acética 2% e entdo analisadas. Os
compostos fenolicos foram determinados por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os
dados foram analisados pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Observou-se que
0s extratos aquosos de inflorescéncias e folhas de S. australis apresentam potencial antiproliferativo
e os extratos das folhas de S. australis (12g.L™), nos dois acessos, possuem atividade
antigenotdxica. Pela andlise dos compostos fenolicos foi possivel determinar a presenca de
flavondides e éacidos fendlicos, sendo o canferol e o &cido clorogénico os compostos majoritarios

nos extratos das inflorescéncias e folhas, respectivamente.

Palavras-chave: plantas medicinais, indice mitotico, Allium cepa, sabugueiro, cromatografia liquida

de alta eficiéncia.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais pelo Homem para o alivio de sintomas ou combate a
doencas data de cerca de cinco mil anos em documentos escritos por antigas civilizacdes e, ainda
hoje, em vaérias partes do mundo, as plantas sdo a Unica fonte de acesso para tratamento de doencas
(Hamburger e Hostettmann 1991). No Brasil, o emprego dessas plantas teve origem na préatica
indigena que, em conjunto a outras praticas trazidas por escravos africanos e colonizadores
portugueses, resultaram em uma rica cultura popular (Nogueira 1983).

Dentre as plantas com elevado potencial medicinal, encontra-se Sambucus australis Cham.
& Schltdl., pertencente a familia Adoxaceae. O sabugueiro, como é popularmente conhecido, € um
arbusto grande ou arvoreta de 3 a 4 m de altura, de copa irregular, com tronco tortuoso e casca
fissurada. As folhas sdo compostas imparipinadas, com foliolos membranaceos e as flores,
pequenas, de cor branca, odoriferas e reunidas em inflorescéncias corimbosas terminais (Lorenzi e
Matos 2008). Sambucus australis € uma espécie nativa do Brasil, ocorrendo da Regido Sudeste até
0 Rio Grande do Sul e também no Paraguai, Argentina e Uruguai (Bacigalupo 1974, Reitz 1985).
Na forma de tintura, a planta é usada como agente diaforético, carminativo e diurético. Infusdes
preparadas com as cascas ou as folhas sdo indicadas para casos de inflamacdo, reumatismo,
queimadura e dor (Jorge et al. 1999, Guarrera et al. 2005). As flores sdo utilizadas sob a forma de
infusdo, como diuréticas, antipiréticas, anti-inflamatérias, laxativo leve, no tratamento de doencas
do aparelho respiratorio, sarampo e catapora (Cruz 1979, Reitz 1985, Lorenzi e Matos 2008).

Apesar da sua grande utilizacdo, S. australis, assim como grande parte das plantas
medicinais, ndo foi suficientemente estudada, principalmente no que se refere ao seu potencial
genotoxico. Ademais, estudos recentes mostraram que 0s extratos vegetais tém um grande potencial
para serem utilizados na medicina como substancias capazes de prevenir ou amenizar danos

causados ao organismo humano (Cordell 1995). Assim, a avaliacdo do potencial genotoxico e
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antigenotoxico das plantas medicinais, que pode ser conduzida por meio do teste de Allium cepa
(cebola), se faz necesséria para ampliar a seguranca do uso dessas plantas pela populacéo (Sturbelle
et al. 2010).

O sistema teste de A. cepa é considerado eficiente para analise e monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais, sendo validado pelo Programa Internacional de
Seguranca Quimica/IPCS - OMS, e o Programa Ambiental das Nac¢Ges Unidas/UNEP (Silva et al.,
2004). Trata-se de um método rapido e barato que permite avaliar danos nos cromossomos e
disturbios no ciclo mitético, pois a cebola apresenta cromossomos grandes e em nimero reduzido
(2n=16) (Fiskesjo 1985), além de elevada sensibilidade na deteccdo de agentes clastogénicos (Leme
e Marin-Morales 2008). Além disso, o teste & corroborado por varios pesquisadores que o
realizaram de forma conjunta com testes animais in vitro, utilizando células de medula dssea de
ratos e/ou linfécitos humanos e os resultados foram similares (Camparoto et al. 2002, Teixeira et al.
2003, Pinho et al. 2010).

Os efeitos genotdxicos induzidos por espécies vegetais decorrem, principalmente, em
consequéncia da presenca de agentes mutagénicos na sua composi¢do ou decorrentes do seu proprio
metabolismo secundéario (Bagatini et al. 2007). Segundo Kutchan (2001), a sintese de metabdlitos
secundarios é influenciada pelas condi¢des ambientais, j& que 0s mesmos representam uma
interface quimica das plantas com o ambiente ao seu redor. Os principais fatores que podem
coordenar ou alterar a taxa de producdo de metabdlitos secundarios sdo: a sazonalidade, a
temperatura, a disponibilidade hidrica, o indice pluviométrico, a altitude e a variabilidade genética,
entre outros (Gobbo-Neto e Lopes 2007, Frescura et al. 2012).

Dentre as classes de metabolitos secundarios com maior representacdo no reino vegetal
encontram-se os compostos fenolicos, os quais formam um grupo quimicamente heterogéneo, com
aproximadamente dez mil compostos. Sdo conhecidos dois grandes grupos desses compostos na
natureza: os acidos fenolicos e os flavonoides (Taiz e Zeiger, 2013). Atraves da utilizagédo de perfis

cromatograficos ou fingerprints é possivel obter representatividade dos compostos fenolicos
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presentes em extratos vegetais e, dessa forma, estabelecer um parametro comparativo para
reconhecimento de semelhancas e diferencas entre extratos submetidos as mesmas condi¢des de
andlise (Alaerts et al. 2007).

Assim, no presente estudo, objetivou-se avaliar a atividade antiproliferativa, genotdxica e
antigenotdxica de extratos aquosos de inflorescéncias e folhas de dois acessos de S. australis
através do sistema teste in vivo de A.cepa, bem como determinar os compostos fenoélicos presentes

nos extratos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

MATERIAL E METODOS

COLETA DAS PLANTAS

As inflorescéncias e as folhas de dois acessos de S. australis foram coletadas nos municipios
de Santa Maria (SM), RS, Brasil (Acesso 1 —29°40°41.2”S ¢ 53°47°21.6”W) e Erechim, RS, Brasil
(Acesso 2 — 27°43°13”S e 52°18’43”W). A escolha dos municipios de Santa Maria e Erechim foi
baseada na grande diferenca de altitude entre os mesmos (113m e 783m, respectivamente). As
folhas e inflorescéncias foram armazenadas a temperatura ambiente (25°C) durante um periodo de
60 dias para posteriormente serem utilizadas no preparo dos extratos aquosos. De cada acesso,
colocou-se uma amostra testemunha no herbario Santa Maria Departamento de Biologia (SMDB),
da UFSM, sob numero de registro 15.421 (Acesso 1) e 15.425 (Acesso 2). As plantas foram

identificadas pela Profa Dra Thais Scotti do Canto-Dorow.
PREPARO DOS EXTRATOS AQUOSOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratdrio de Citogenética Vegetal e Genotoxicidade
(LABCITOGEN), da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS. Para o
preparo dos extratos aquosos, folhas e inflorescéncias secas de cada acesso foram colocadas em um
béquer (1L) com agua fervente (100°C), permanecendo em infuséo por 10 minutos. Posteriormente,

0s extratos foram filtrados e resfriados a temperatura ambiente. Os extratos aquosos foram
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preparados em duas concentragdes: 3 g.L. ™" e 12 g.L™. As concentracdes foram escolhidas levando-
se em consideracdo a quantia de 3 g.L™ indicada pela regulamentacdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa 2010) para a espécie S. australis, bem como uma dose quatro vezes
maior que a indicada (12 g.L™).

SISTEMA TESTE in vivo DE Allium cepa

Para avaliar a atividade genotoOxica e antigenotoxica dos extratos aquosos de S. australis,
foram utilizados 15 grupos de quatro bulbos de Allium cepa, cada grupo correspondendo a um dos
tratamentos. Os grupos de bulbos foram colocados para enraizar em &gua destilada e, apds a
emergéncia das radiculas, cada grupo foi transferido para o seu respectivo tratamento. O primeiro
grupo (T1) foi usado como controle negativo e mantido em &gua destilada, e 0s grupos restantes
foram transferidos para os seguintes tratamentos: T2 — extrato aquoso das inflorescéncias 3 g.L™
(acesso 1 — SM); T3 — extrato aquoso das folhas 3 g.L ™ (acesso 1 — SM); T4 — extrato aquoso das
inflorescéncias 12 g.L™ (acesso 1 — SM); T5 — extrato aquoso das folhas 12 g.L™ (acesso 1 — SM):;
T6 — extrato aquoso das inflorescéncias 3 g.L™ (acesso 2 — Erechim); T7 — extrato aquoso das folhas
3 g.L™ (acesso 2 — Erechim); T8 — extrato aquoso das inflorescéncias 12 g.L™ (acesso 2 — Erechim);
T9 — extrato aquoso das folhas 12 g.L™ (acesso 2 — Erechim); T10 — glifosato 1% (controle
positivo); T11 — glifosato 1% + 24 horas em agua; T12 — glifosato 1% + 24 horas no extrato aquoso
das inflorescéncias 12 g.L™* (acesso 1 — SM); T13 — glifosato 1% + 24 horas no extrato aquoso das
folhas 12 g.L™" (acesso 1 — SM); T14 — glifosato 1% + 24 horas no extrato aquoso das
inflorescéncias 12 g.L™ (acesso 2 — Erechim); T15 — glifosato 1% + 24 horas no extrato aquoso das
folhas 12 g.L™ (acesso 2 — Erechim). Ap6s permanecerem em contato com 0s tratamentos por 24
horas, as radiculas foram coletadas, fixadas em etanol:acido acético (3:1) durante 24 horas e
mantidas em alcool 70% sob refrigeracéo até o preparo das laminas.

O glifosato (herbicida ndo seletivo) foi utilizado como controle positivo, pois ja& demonstrou
induzir alteragdes cromossomicas em células meristematicas de A. cepa (Souza et al. 2010, Frescura

et al. 2012).
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Para verificagdo de possivel atividade antigenotoxica, os grupos de bulbos previamente
submetidos ao glifosato 1% por 24 horas foram colocados em contato com a agua destilada e os
extratos aquosos nas maiores concentracdes de S. australis por mais 24 horas (T11, T12, T13, T14 e

T15), para observacdo da minimizagéo dos danos cromossdmicos acarretados pelo glifosato.
EFEITOS DOS EXTRATOS AQUOSOS SOBRE O CICLO CELULAR DE Allium cepa

Para o preparo das laminas, radiculas de A. cepa de aproximadamente 2 cm foram
hidrolisadas em HCI 1N por 5 minutos e lavadas em agua destilada. A regido meristematica de cada
radicula foi corada com orceina acética 2%, esmagada com auxilio de um pequeno bastdo de vidro,
e sobre o material, colocada uma laminula (Guerra e Souza 2002). Foram confeccionadas duas
laminas por repeticdo (bulbo), sendo contadas 1000 células por bulbo, representando 4000 células
para cada um dos tratamentos e totalizando 60000 células analisadas no experimento. As laminas
foram avaliadas com auxilio de microscopio optico LEICA com aumento de 400X, observando-se
as células em interfase e divisdo celular (mitose) para calcular o indice Mitético (IM), bem como a
ocorréncia de alteracbes cromossdmicas, como presenca de pontes em anafase e teldfase,
cromossomos perdidos, micronucleos e células binucleadas (Tedesco e Laughinghouse 2012).

O indice mitotico (IM) foi obtido dividindo-se o nimero de células em divisdo pelo nimero

total de células observadas, multiplicado por 100.
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE-DAD)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi empregada para a determinacdo e
quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos aquosos das folhas e das
inflorescéncias de S. australis. A analise foi realizada no Laboratério de Fitoquimica do

Departamento de Farmacia Industrial, da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS.
Produtos quimicos, aparelhos e procedimentos gerais

Todos os reagentes quimicos foram de grau analitico. Acetonitrila, acido formico, acido

galico, acido cafeico, acido clorogénico e acido elagico foram adquiridos da Merck (Darmstadt,
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Alemanha). Quercetina, quercitrina, isoquercitrina, rutina e canferol foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) foi
realizada com um sistema de CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japdo) Shimadzu Prominence Auto
Sampler (SIL-20A), equipado com bombas alternativas Shimadzu LC-20AT, conectadas a um
desgaseificador DGU 20A5 com integrador CBM 20A, detector de arranjos de diodo SPD-M20A e

software LC solution 1.22 SP1.
Quantificacdo dos compostos através de CLAE-DAD

As anélises cromatogréficas foram realizadas em fase reversa sob condigdes de gradiente
utilizando coluna C18 (4,6 mm x 150 mm) carregada com particulas de didmetro 5um. A fase
movel utilizada foi agua contendo 1% de acido férmico (A) e acetonitrila (B), e o gradiente de
composicao foi: 13% de B durante 10 min e modificado até obter 20%, 30%, 50%, 60%, 70%, 20%
e 10% B em 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 min, respectivamente, seguindo o método descrito por
Kamdem et al. (2013), com pequenas modificacbes. Os extratos aquosos das folhas e
inflorescéncias (Acesso 1 e 2) de S. australis, além da fase movel, foram filtrados através de um
filtro de membrana de 0.45 um (Millipore) e desgaseificados por banho de ultrassom antes do uso.
As amostras de S. australis foram analisadas na concentracéo de 12 g.L™. O fluxo usado foi de 0,6
mL.min™, o volume de injecdo de 50 uL e o comprimento de onda foi de 254 nm para o 4cido
galico, 325 nm para o &cido cafeico, &cido clorogénico e &cido elagico, e 365 nm para quercitina,
quercitrina, isoquercitrina, rutina e canferol. As amostras e a fase mével foram filtradas através de
filtro de membrana de 0,45 um (Millipore) e em seguida desgaseificada por banho de ultrassom
antes da utilizacdo. As solucGes de referéncia foram preparadas na fase movel para CLAE nas
concentragdes de 0.025 — 0.300 mg.mL™ para quercitina, quercitrina, isoquercitrina, rutina e
canferol; e 0.050 — 0.450 mg.mL™ para 4cido galico, 4cido clorogénico e acido cafeico. Os picos
cromatograficos foram confirmados por comparacdo do seu tempo de retencdo com os dos padrdes
de referéncia e por espectros de DAD (200 a 500 nm). A curva de calibracéo para o acido gélico foi:

Y = 13174x + 1273.6 (r = 0.9997); &cido clorogénico: Y = 12764x + 1197.4 (r = 0.9998); acido
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cafeico: Y = 11992x + 1367.1 (r = 0.9999); acido elagico: Y = 13286x + 1264.1 (r = 0.9997);

quercitrina: Y = 12837x + 1364.5 (r = 0.9999); isoquercitrina: Y = 12769x + 1326.5 (r = 0.9996);

rutina: Y = 13158x + 1173.9 (r = 0.9998); quercitina: Y = 13627x + 1292.5 (r = 0.9996) e canferol:

Y = 13271x + 1324.6 (r = 0.9999). Todas as operacBes cromatograficas foram realizadas a
temperatura ambiente e em triplicata.

O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram calculados com base

no desvio padrdo das respostas, e a inclina¢do, usando trés curvas analiticas independentes. LOD e

LOQ foram calculados como 3.3 e 10 o/S, respectivamente, onde ¢ € o desvio padrdo da resposta, ¢

S é ainclinacdo da curva de calibracdo (Boligon et al. 2013).
ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os dados referentes ao teste de
A. cepa e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) foram comparados pelo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro através do programa estatistico ASSISTAT

versdo 7.7 beta (Silva e Azevedo 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, os efeitos dos extratos aquosos de S. australis foram avaliados através do
sistema teste vegetal de A. cepa. A Tabela 1 mostra o numero de células em interfase, o nimero de
células em mitose e o indice mitético (IM) de radiculas de A. cepa tratadas com os diferentes
extratos aquosos e controles de dois acessos de S. australis.

Todos os tratamentos testados diferiram estatisticamente do controle negativo (T1),
proporcionando uma reducdo significativa da divisdo celular de A. cepa. A comparacdo do indice
mitotico dos extratos aquosos das inflorescéncias de S. australis dos dois acessos na concentracao
de 3 g.L™! mostrou que o T2 (acesso 1) diferiu significativamente do T6 (acesso 2), e 0 T6 causou

uma maior reducdo no indice mitético que o T2. No entanto, quando o0s extratos aquosos das
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inflorescéncias de S. australis dos dois acessos na concentragdo de 12 g.L™ foram comparados, o T4
(acesso 1) ndo diferiu significativamente do T8 (acesso 2).

De forma semelhante ao que ocorreu com 0s extratos das inflorescéncias, a comparagdo do
indice mitotico dos extratos aquosos das folhas de S. australis dos dois acessos na concentracao de
3 g.L™ mostrou que o T3 (acesso 1) diferiu significativamente do T7 (acesso 2), e 0 T7 causou uma
maior reducdo no indice mitético que o T3. No entanto, quando 0s extratos aquosos das folhas de S.
australis dos dois acessos na concentracdo de 12 g.L™ foram comparados, o T5 (acesso 1) n&o
diferiu significativamente do T9 (acesso 2).

(Tabela 1)

Comparando-se os valores dos IM nas duas concentracbes dos extratos aquosos das
inflorescéncias de S. australis no acesso 1, o T2 e o T4 diferiram significativamente entre si, sendo
que o extrato na maior concentragdo (T4) provocou a maior reducdo no IM. Ainda comparando 0s
valores dos IM no acesso 1, porém entre as duas concentracdes dos extratos aquosos das folhas, o
T3 diferiu significativamente do T5, com a maior concentracdo do extrato também provocando a
maior reducdo do IM.

Ja no acesso 2, os extratos aquosos das inflorescéncias, nas duas concentracdes (T6 e T8),
nédo diferiram significativamente entre si. Entretanto, quando se comparou 0s extratos aquosos das
folhas nas duas concentracdes (T7 e T9), houve diferenca significativa entre os mesmos, sendo que
a maior concentracao do extrato (T9) acarretou uma maior reducao do IM.

A avaliacéo do efeito dos extratos aquosos de S. australis pelo teste de A. cepa demonstrou
que houve uma significativa inibigdo da divisdo celular em todas as concentragdes analisadas nos
dois acessos, levando a uma diminuicao dos valores dos indices mitéticos, o que indica a atividade
antiproliferativa dos extratos aquosos da espécie. Além disso, 0s extratos na maior concentracéo (12
g.L™") apresentaram uma inibicdo do IM maior do que aquela observada nos extratos de menor

concentracdo (3 g.L™), tanto para as folhas quanto para as inflorescéncias, nos dois acessos
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analisados. Entre 0s acessos analisados, ndo houve diferengca significativa na atividade
antiproliferativa.

Outros autores também verificaram a atividade antiproliferativa de extratos aquosos de
diferentes espécies utilizando o sistema teste de A. cepa. Estudando a espécie Luehea divaricata
Mart., Frescura et al. (2012) observaram que 0s extratos aquosos das folhas (6 e 30 g.L™) e cascas
do caule (32 e 160 g.L™) de duas populacdes dessa planta provocaram uma diminuic&o nos valores
dos indices mitéticos de A. cepa. Ainda, semelhantemente ao que ocorreu com 0s extratos aquosos
de S. australis, essa diminuicdo nos valores dos IM foi mais acentuada a medida que se aumentava
a concentracao dos extratos.

Knoll et al. (2006) relataram o efeito antiproliferativo dos extratos aquosos de folhas de seis
populacdes de Pterocaulon polystachyum DC. nas concentracdes de 2,5 g.L™", 5 g.L" e 10 g.L?,
assim como Fachinetto et al. (2007) ao estudarem o efeito dos extratos aquosos de Achyrocline
satureioides DC. nas concentragbes de 5 g.L ™" e 20 g.L™. Nesses dois estudos, assim como no
presente trabalho, as concentragdes mais elevadas dos extratos aquosos apresentaram uma inibicéo
do IM mais acentuada do que as menores concentragdes e o controle negativo.

Avaliando o efeito de infusdes das folhas de Solidago microglossa DC. sobre o ciclo celular
de A. cepa, Bagatini et al. (2009) observaram que a maior concentracdo testada (14 mg.mL™)
provocou uma reducdo no indice mitético, demonstrando, assim, o efeito antiproliferativo dessa
espécie.

A alta concentracdo de alguns compostos pode promover um efeito (inibitério ou
estimulante) no ciclo celular (Fachinetto et al. 2007). Os extratos aquosos de folhas e
inflorescéncias de S. australis possuem flavonoides, como a rutina, o canferol, a quercetina e a
quercitrina (Tabelas 3 e 4), os quais constituem uma importante classe de compostos fendlicos,
presentes em relativa abundéncia entre os metabolitos secundarios de vegetais (Zuanazzi 2001). A
atividade antiproliferativa dos extratos aquosos avaliados neste trabalho pode ser conferida aos

flavonoides encontrados na espécie S. australis, ja que séo atribuidos a esses compostos diferentes
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efeitos farmacologicos, entre eles, a acdo antiproliferativa e a acdo anticarcinogénica (Hollman et al.
1996, Pelzer et al. 1998).

Em um trabalho realizado por Scopel (2005), foi verificado que 0s extratos aquosos e
hidroetanolicos de inflorescéncias de S. australis possuem um efeito antioxidante acentuado, o que
também pode explicar a inibicdo da divisao celular de A. cepa provocada pelos extratos aquosos das
folhas e inflorescéncias de S. australis no presente trabalho.

Na Tabela 2, séo apresentados o0 numero de células com alterages cromossdmicas e 0s tipos
de alteracBes que ocorreram em cada um dos tratamentos. A analise das células em interfase e em
diviséo celular, pelo teste de A. cepa, mostrou a presenca de irregularidades cromossémicas dos
tipos: pontes em anéfase (Figura 1A e 1B) e tel6fase (Figura 1C), cromossomos perdidos (Figura
1D), quebras (Figura 1E) e micronucleos (Figura 1F).

(Tabela 2)
(Figura 1)

Houve diferenca significativa na comparacéo dos valores de alteracbes cromossomicas entre
o0 controle negativo (T1), sem alteracOes, e o controle positivo (T10), com 50 alteragdes (Tabela 2).
O controle positivo (T10) também diferiu estatisticamente de todos os demais tratamentos.
Entretanto, os tratamentos T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8 e T9 ndo diferiram significativamente do
controle negativo (T1), nem entre si. Ainda, numericamente, os valores das alteragGes
cromossdmicas desses tratamentos foram muito reduzidos, atingindo, no maximo, 0,5. Por essa
razdo, verificou-se que 0s extratos aquosos preparados a partir das inflorescéncias e folhas de dois
acessos de S. australis ndo apresentaram efeito genotdxico sobre as células meristeméticas de A.
cepa.

Ao contrario do encontrado neste trabalho, alguns extratos aquosos de plantas medicinais
apresentaram efeito genotoxico, como as espécies Baccharis trimera (Less.) DC. e Baccharis
articulata (Lam.) Pers., Mikania glomerata Spreng. e Mikania cordifolia (L. f.) Willd., estudadas

por Fachinetto e Tedesco (2009), Nora et al. (2010) e Dias et al. (2014), respectivamente.
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Neste estudo, também foi avaliado o efeito antigenotdxico dos extratos aquosos de S.
australis. Para tanto, as alteragbes cromossomicas observadas no controle positivo (T10) e no
controle negativo (T1) foram analisadas, e este valor foi comparado com os valores das alteragdes
observadas nos tratamentos T11, T12, T13, T14 e T15 (Tabela 2), onde os bulbos de A. cepa foram
tratados, primeiramente, por 24 horas em contato com glifosato 1% e, posteriormente, por dgua
destilada em T11, extrato aquoso das inflorescéncias 12 g.L™ (acesso 1) em T12, extrato aquoso das
folhas 12 g.L™ (acesso 1) em T13, extrato aquoso das inflorescéncias 12 g.L™* (acesso 2) em T14 e
extrato aquoso das folhas 12 g.L™ (acesso 2) em T15 por mais 24 horas . O T11 foi utilizado para
realizacdo da recuperacgdo das raizes de A. cepa em agua destilada, onde se esperava que as células
tivessem 0 tempo necessdrio para que a divisdo celular ocorresse sem apresentar danos
cromossOmicos causados pelo glisofato 1% (Peron et al. 2009).

Os tratamentos T11 (17 alteracbes), T12 (27 alteracGes), T13 (11 alteracdes), T14 (21
alteractes) e T15 (10 alteracdes) diferiram significativamente do controle negativo (T1 — 0
alteracdes). Os tratamentos citados anteriormente (Tabela 2) também diferiram significativamente
do controle positivo (T10 — 50 alteracbes). Os tratamentos T12 e T14 ndo diferiram
significativamente do T11.

Os resultados obtidos nos tratamentos T13 (glifosato + 24h folhas 12 g.L™, acesso 1) e T15
(glifosato + 24h folhas 12 g.L™, acesso 2) mostraram que houve uma reducdo significativa no
namero de alteracfes cromossdmicas, com médias de 2,7 e 2,5, respectivamente, comparados com 0
T10 (glifosato, controle positivo) e o T11 (glifosato + 24h &gua destilada), com médias de 12,5 e
4,25, respectivamente, indicando que os extratos aquosos das folhas de S. australis na concentragéo
de 12 g.L™!, em ambos acessos de Santa Maria e Erechim, apresentaram potencial antigenotoxico
sobre o ciclo celular de A. cepa.

Em um estudo conduzido por Sturbelle et al. (2010), foram testadas solugcdes de Aloe vera
(L.) Burm. f. para determinar o nivel de antimutagenicidade dessa planta através do teste de A.

cepa. Nesse caso, uma solucdo de paracetamol a 800mg/L foi utilizada como agente indutor de
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mutacdes cromossomicas, onde as raizes de A. cepa permaneceram por 24 horas. Semelhantemente
ao que ocorreu com os extratos das folhas de S. australis, observou-se que as solucgdes de Aloe vera
apresentaram atividade antimutagénica quando colocadas 24 h ap6s a solucao de paracetamol.

Nas Tabelas 3 e 4 estdo apresentados os compostos fendlicos que foram identificados a
partir da andlise fitoquimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos extratos de
inflorescéncias e folhas, respectivamente, de S. australis na concentracdo de 12 g.L™. Essa analise
permitiu a identificagdo dos seguintes compostos: &cido galico, &cido clorogénico, &cido cafeico,
acido elégico, rutina, quercitrina, isoquercitrina, quercetina e canferol. Todos 0s compostos
relatados foram encontrados tanto nos extratos aquosos das inflorescéncias de S. australis, quanto
nos extratos das folhas.

(Tabela 3)
(Tabela 4)

Analisando extratos das inflorescéncias de S. australis, Alice et al. (1990) identificaram a
presenca de flavonoides do tipo 3-O-monoglicosideo de diidroflavonol, 3,7-O-diglicosideo de
flavonol, isoquercitrina, rutina e quercetina, assim como &cidos cafeico e clorogénico. Ainda, em
screening realizado com as inflorescéncias de S. australis, foi possivel observar a presenca de
grande quantidade de flavonoides, bem como esterdis e triterpenos em menor quantidade (Alice et
al. 1991).

Pavanelo (2014) realizou andlise por CLAE para determinar a composicao fitoquimica de
extratos aquosos de folhas e frutos de Cordia trichotoma (Vell.) Arrdb. ex Steud., onde foram
identificados 0s mesmos compostos encontrados em S. australis, como &cido cafeico, &cido
clorogénico, &cido gélico, acido elégico, canferol, isoquercitrina, quercetina, quercitrina e rutina,
além de &cido rosmarinico, catequina e epicatequina.

A investigagdo dos perfis cromatograficos da CLAE levou a observacdo de que o canferol
(majoritario) e os acidos elagico e clorogénico foram o0s compostos encontrados em maior

quantidade nos extratos aquosos das inflorescéncias de S. australis. J& nos extratos aquosos das



31
folhas, os compostos predominantes foram os acidos clorogénico (majoritario), cafeico e elagico
(Figura 2). A principal atividade farmacoldgica atribuida a esses compostos € o efeito antioxidante
(Bianchi e Antunes 1999, Soares 2002, Dornas et al. 2007), pois 0s mesmos atuam como
sequestradores de radicais livres (Shahidi et al. 1992).

(Figura 2)

A partir da andlise dos compostos fendlicos pode-se observar que houve diferenca
significativa entre as médias dos acessos 1 e 2 para a maioria dos compostos estudados, exceto
quercetina nos extratos das inflorescéncias. No entanto, quando comparados entre si, esses acessos
ndo mostraram diferenga significativa para os valores dos indices mitéticos das células de A. cepa
submetidas aos extratos aquosos das inflorescéncias e das folhas de S. australis (Tabela 1). Apesar
dos acessos serem de locais com grande diferenga de altitude e existir uma correlagéo positiva entre
0 conteudo total de flavonoides e a altitude (Gobbo-Neto e Lopes 2007) e, ainda, 0s compostos
terem variado em quantidades de um acesso para outro, a inibicdo da divisdo celular ndo foi
influenciada pela diferenga encontrada nesses compostos. Assim, a atividade antiproliferativa
promovida pelos extratos de S. australis pode ser proveniente da interacdo entre 0s compostos
fendlicos (sinergismo), e ndo da acdo de algum(ns) composto(s) isoladamente (Martins 2000).

Cechinel Filho e Yunes (1998) demonstraram que diferentes extratos de Phyllanthus
sellowianus (Klotzsch) Miill. Arg. exercem potentes efeitos analgésicos quando analisados em
modelos experimentais de dor em camundongos. Nesse estudo, varios compostos ativos foram
isolados e testados positivamente quanto ao seu efeito analgésico, podendo também esse efeito ser
resultado do sinergismo entre 0s compostos, como 0 observado no presente trabalho.

Verifica-se nesse experimento que, em células de A. cepa, 0s extratos aquosos das
inflorescéncias e folhas de dois acessos de S. australis apresentam potencial antiproliferativo e ndo
genotoxico. Além disso, os extratos preparados a partir das folhas de S. australis na concentracdo de
12g.L™* nos dois acessos demonstram possuir atividade antigenotéxica, diminuindo os danos

causados pelo glifosato. Ainda, a partir da analise dos extratos por cromatografia liquida de alta
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eficiéncia, foi possivel determinar os seguintes compostos fendlicos: &cido galico, acido
clorogénico, acido cafeico, &cido elagico, rutina, quercitrina, isoquercitrina, quercetina e canferol,
sendo o canferol e o &cido clorogénico os compostos majoritarios nos extratos das inflorescéncias e

folhas, respectivamente.

AGRADECIMENTOS

A Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e Fundagéo de
Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS/CAPES) pelo apoio financeiro e a

professora Thais Scotti do Canto-Dorow pela identificacdo da espécie.

ABSTRACT: Assessment of the antiproliferative and antigenotoxic activity and phenolic

compounds of aqueous extracts of Sambucus australis Cham. & Schltdl. (ADOXACEAE)

The purpose of this study was to evaluate the antiproliferative, genotoxic and antigenotoxic
activity of Sambucus australis Cham. & Schltdl. aqueous extracts on the cell cycle of Allium cepa
L. as well as determine the phenolic compounds in such extracts. S. australis inflorescences and
leaves of two accessions were used for aqueous extract preparation at concentrations: 3 g.L ™" and 12
g.L™. A. cepa bulbs were rooted in distilled water and, subsequently, placed in treatments for 24
hours. Rootlets were collected and fixed in Carnoy’s solution for 24 hours and kept in alcohol 70%.
The squash technique was performed for slide preparation. Root tips were smashed, stained with
2% acetic orcein and analyzed. The phenolic compounds were determined using high-performance
liquid chromatography and data was analyzed using the Scott-Knott test. The results show that S.
australis aqueous extracts of inflorescences and leaves have antiproliferative potential and the
extracts from S. australis leaves of both accessions at a concentration of 12g.L™" have shown

antigenotoxic activity. The phenolic compounds analysis allowed us to determine the presence of
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flavonoids and phenolic acids, of which kaempferol and chrologenic acid were the most

predominant compounds in the extracts from the inflorescences and leaves, respectively.

Keywords: medicinal plants; mitotic index; Allium cepa; sabugueiro; high-performance liquid

chromatography.
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Tabela 1. Células em interfase, mitose e indice mitotico de células de radiculas de Allium cepa L.

tratadas com extratos aquosos de inflorescéncias e folhas de Sambucus australis Cham. & Schitdl.

Tratamentos Célulasem  Célulasem indice
interfase divisao mitético (%)

T1: 4gua destiladat 3686 314 7,85°
T2: extrato inflorescéncias 3 g.L™* (acesso 1) 3903 97 2,42°
T3: extrato folhas 3 g.L™ (acesso 1) 3778 222 5,5
T4: extrato inflorescéncias 12 g.L™ (acesso 1) 3970 30 0,75¢
T5: extrato folhas 12 g.L™ (acesso 1) 3968 32 0,8
T6: extrato inflorescéncias 3 g.L™* (acesso 2) 3958 42 1,05°
T7: extrato folhas 3 g.L™ (acesso 2) 3926 74 1,85°
T8: extrato inflorescéncias 12 g.L™ (acesso 2) 3962 38 0,95¢
T9: extrato folhas 12 g.L™ (acesso 2) 3961 39 0,97¢
T10: glifosato 1% (glifo)? 3793 207 5,17°
T11: glifo + 24h 4gua destilada 3828 172 4,3°
T12: glifo + 24h inflorescéncias 12 g.L™ (acesso 1) 3799 201 5,02°
T13: glifo + 24h folhas 12 g.L™ (acesso 1) 3876 124 3,1°
T14: glifo + 24h inflorescéncias 12 g.L™ (acesso 2) 3798 202 5,05
T15: glifo + 24h folhas 12 g.L™ (acesso 2) 3809 191 4,77
CV (%)? i i 30.36

t Controle negativo; 2 Controle positivo; 3 Coeficiente de variagcdo. * Médias com a mesma letra mindscula na coluna

ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 2. Alteracbes cromossdmicas em ceélulas de radiculas de Allium cepa L. tratadas com

extratos aquosos de inflorescéncias e folhas de Sambucus australis Cham. & Schltdl.

Alteracdes cromossémicas

Tratamentos Pontesem Cromossomo Media de
M anafasee perdido/ ~ @lteragoes
teléfase quebras
T1: 4gua destiladat - - - o™
T2: extrato inflorescéncias 3 g.L™ (acesso 1) - 1 1 0,5
T3: extrato folhas 3 g.L™ (acesso 1) - - - 0°
T4: extrato inflorescéncias 12 g.L™ (acesso 1) - - - 0°
T5: extrato folhas 12 g.L™ (acesso 1) - - - 0°
T6: extrato inflorescéncias 3 g.L™* (acesso 2) - - - 0
T7: extrato folhas 3 g.L ™ (acesso 2) - - - 0
T8: extrato inflorescéncias 12 g.L™ (acesso 2) - - 1 0,25¢
T9: extrato folhas 12 g.L™ (acesso 2) - 2 - 0,5
T10: glifosato 1% (glifo)? - 37 13 12,5°
T11: glifo. + 24h agua destilada - 16 1 4,25
T12: glifo. + 24h infloresc. 12 g.L™* (acesso 1) 2 23 2 6,75
T13: glifo. + 24h folhas 12 g.L™* (acesso 1) 1 8 2 2,7°
T14: glifo. + 24h infloresc. 12 g.L™* (acesso 2) - 12 9 5,2°
T15: glifo. + 24h folhas 12 g.L™* (acesso 2) - 9 1 2,5°
CV (%)? ; - i 67,06

IControle negativo; 2Controle positivo; 3Coeficiente de variagdo. * Médias com a mesma letra mindscula na coluna ndo
diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. “Micron(cleos.
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.

Figura 1. Células de raizes de Allium cepa L. submetidas aos extratos aquosos de Sambucus

australis Cham. & Schltdl. A - setas indicando pontes anafasicas (células tratadas com extratos
aquosos das inflorescéncias 3 g.L ™", acesso 1); B - setas indicando pontes anafasicas (células
tratadas com glifosato 1%); C - seta indicando telé6fase com ponte (células tratadas com glifosato
1%); D - seta indicando cromossomo perdido (células tratadas com extratos aquosos das
inflorescéncias 12 g.L™, acesso 2); E - seta indicando quebra cromossdmica (células tratadas com
glifosato 1%); F - seta indicando micron(cleos (células tratadas com glifo + 24 horas folhas 12 gL,

acesso 2). Escala de 10pm.
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Tabela 3 — Compostos fenélicos (mg.g™) de extratos aquosos das inflorescéncias de Sambucus
australis Cham. & Schltdl. na concentracio de 12 g.L™* em Santa Maria, RS (acesso 1) e Erechim,

RS (acesso 2). CV% = 0,68.

Compostos/infloresc. Acesso 1 Acesso 2 LOD* (ug.mL™Y)  LOQ* (ng.mL™)
Acido galico 7.6100"" 5.5067™ 0.023 0.075
Acido clorogénico 18.3867°4 12.0900°® 0.008 0.026
Acido cafeico 7.4933% 5.5233™ 0.015 0.049
Acido elagico 12.0800°® 14.6500°" 0.027 0.093
Rutina 8.563°° 10.2433% 0.019 0.062
Quercitrina 5.3967% 2.313% 0.013 0.042
Quercetina 2.2800™ 2.3033% 0.024 0.079
Isoquercitrina 11.7400% 6.6800%° 0.017 0.056
Canferol 20.9600* 20.2300% 0.035 0.115

* Médias com a mesma letra mintscula na coluna ou maiuscula na linha néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. * LOD: limite de deteccdo; LOQ: limite de quantificacao.

Tabela 4 — Compostos fendlicos (mg.g™) de extratos aquosos das folhas de Sambucus australis
Cham. & Schltdl. na concentracdo de 12 g.L™ em Santa Maria, RS (acessol) e Erechim, RS (acesso

2). CV% = 0,40.

Compostos/folhas Acesso 1 Acesso 2 LOD* (ug.mL™)  LOQ" (ng.mL™)
Acido galico 5.6700%" 7.7700%4 0.023 0.075
Acido clorogénico 18.7500* 17.0900%*° 0.008 0.026
Acido cafeico 9.7533 9.6433%® 0.015 0.049
Acido elagico 8.0200%° 10.1800%4 0.027 0.093
Rutina 5.8200™ 11.7133" 0.019 0.062
Quercitrina 7.9267°4 3.2633" 0.013 0.042
Quercetina 4.0667" 5.9433% 0.024 0.079
Isoquercitrina 11.4467°4 1.4500'® 0.017 0.056
Canferol 8.1233% 7.2900™ 0.035 0.115

* Médias com a mesma letra minGscula na coluna ou maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. * LOD: limite de deteccéo; LOQ: limite de quantificacao.
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Extratos aquosos das inflorescéncias/12g L1

Acesso ] Acesso 2

Extratos aquosos das folhas/12g L1

Acesso 1 Acesso?2

Figura 2. Perfil representativo da cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos aquosos das
inflorescéncias e folhas de Sambucus australis Cham. & Schltdl. dos dois acessos estudados
(Acesso 1: Santa Maria — RS; Acesso 2: Erechim — RS). Acido galico (pico 1), acido clorogénico
(pico 2), acido cafeico (pico 3), acido elagico (pico 4), rutina (pico 5), quercitrina (pico 6),

isoquercitrina (pico 7), quercetina (pico 8) e canferol (pico 9).
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RESUMO

Sambucus australis Cham. & Schitdl., conhecida popularmente como sabugueiro, é uma
planta utilizada na medicina alternativa por suas acbes diaforética, anti-inflamatéria e
analgésica. Para potencializar a utilizacdo desta espécie medicinal nativa e também fornecer a
caracterizagdo citogenética que auxilie, posteriormente, programas de preservacdo e
melhoramento genético, o objetivo deste estudo foi caracterizar o comportamento meiético, bem
como estimar a viabilidade polinica de diferentes acessos de S. australis do Rio Grande do Sul
atraves de distintos corantes. Para isso, os botdes florais de 15 acessos foram coletados, fixados
em etanol:acido acético (3:1) e conservados em etanol 70% até o uso. As laminas foram
preparadas pela técnica de esmagamento das anteras. Para a analise mei6tica foi utilizado o
corante orceina acética 2%, sendo analisadas todas as fases e determinado o indice meidtico.
Para a estimativa da viabilidade polinica foram utilizados trés corantes: reativo de Alexander,
orceina acética 2% e carmim acético 2%. Os dados foram analisados pelo teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de significancia. Nos 12 acessos analisados a meiose foi regular, apresentando
associagOes cromossomicas preferencialmente em bivalentes, encontrando-se n=19 e os valores
de indice mei6tico foram superiores a 90%. Quanto a viabilidade polinica, a maioria dos acessos
apresentou uma alta porcentagem de polens viaveis (acima de 75%), exceto o acesso EREO1
(44%). Na comparacdo entre os corantes, o reativo de Alexander foi considerado o mais

indicado para estimar a viabilidade polinica da espécie. Assim, pode-se concluir que 0s acessos
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de S. australis estudados possuem comportamento meidtico regular, altos valores de

indice meidtico e alta porcentagem de polens viaveis.
Palavras-chave: sabugueiro, citogenética, meiose, graos de pélen, corantes.

ABSTRACT

Meiotic behavior and estimative pollen viability of accesses of Sambucus australis Cham.
& Schitdl. (ADOXACEAE)

Sambucus australis, popularly known as “sabugueiro”, is a plant used in alternative
medicine for its diaphoretic, anti-inflammatory and analgesic actions. To encourage the use of
this medicinal species native and also enable cytogenetic characterization to assist subsequently
preservation programs and genetic improvement, the objective of this study was to characterize
the meiotic behavior and to estimate the pollen viability of different accesses of S. australis
from Rio Grande do Sul by different stains. To this end, the floral buds of 15 accesses were
collected, fixed in ethanol:acetic acid (3:1) and stored in 70% ethanol until use. Slides were
prepared using the squashing technique of the anthers. For meiotic analysis, 2% acetic-orcein
staining was used, where all phases were analyzed and the meiotic index determined. Three
stains were used to estimate pollen viability: Alexander’s reaction, 2% acetic-orcein, and 2%
acetic-carmine. Data were analyzed by the Scott-Knott test at 5% significance level. In the 12
accesses analyzed, meiosis was regular, exhibiting chromosome associations preferably in
bivalents, finding n=19 while meiotic index values exceeded 90%. Regarding pollen viability,
the majority of the accesses had a high percentage of viable pollens (over 75%), except for the
EREOL access (44%). On the staining comparison, Alexander’s reaction proved the most
suitable method for estimating the pollen viability of the specie. Therefore, it can be concluded
that the accesses of S. australis studied exhibited regular meiotic behavior, gametic number n =

19, high meiotic index values and a high percentage of viable pollens.

Key words: sabugueiro, citogenetic, meiosis, pollen grains, stains.

INTRODUCAO

Adoxaceae € uma pequena familia botanica de plantas dentro da ordem

Dipsacales, sendo constituida por trés géneros com 150 a 200 espécies (Sobral et al.,
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2006). Sambucus australis Cham. & Schltdl., pertencente a essa familia, caracteriza-se
pelo porte arbustivo a arvoreta de 3 a 4 metros de altura, de copa irregular e bastante
ramificada, com tronco tortuoso e casca fissurada. As folhas sdo compostas
imparipinadas, com 7 a 13 foliolos membranaceos, de superficie brilhante, com
nervuras salientes, que exalam odor desagradavel quando amassadas. As flores sdo
pequenas, de cor branca, odoriferas, reunidas em inflorescéncias corimbosas terminais.
O androceu é formado por cinco estames epipétalos, que podem apresentar filetes curtos
ou longos. O gineceu é formado por cinco carpelos soldados entre si, com cinco léculos
e cinco rudimentos seminais. Os frutos sdo drupas globosas, de cor roxo-escura quando
maduros, contendo de 3 a 5 sementes (Bacigalupo, 1974; Reitz, 1985; Nunes et al.,
2007; Lorenzi & Matos, 2008).

Conhecida popularmente como sabugueiro, sabugueiro-do-rio-grande e
sabugueiro-do-brasil (Nunes et al., 2007), a espécie S. australis € uma planta nativa do
Brasil, ocorrendo da Regido Sudeste até o Rio Grande do Sul e no Paraguai, Argentina e
Uruguai (Bacigalupo, 1974; Reitz, 1985). Essa planta é utilizada na medicina alternativa
para o tratamento sintoméatico de moléstias eruptivas, gripes e resfriados e, também, por
suas agBes diaforética, anti-inflamatoria e analgésica (Jorge et al., 1999).

O conhecimento dos recursos genéticos associados as plantas medicinais tem
assumido uma importancia estratégica, ja que o sistema de salde deficitario e a baixa
renda da populagdo, juntamente com a sabedoria acumulada pelas comunidades, faz
com que grande parte da populacdo utilize as plantas medicinais como fonte de terapia
(Scheffer et al., 2009).

Portanto, devido a importancia desse conhecimento e também ao fato de

possuirem um grande potencial econémico, as espécies medicinais nativas do Brasil sdo
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consideradas uma riqueza a ser preservada e utilizada, tornando-se necessario conservar
a diversidade genética vegetal disponivel. Assim, os estudos de caracterizacdo de
germoplasma séo indispensaveis para potencializar a utilizacdo dos recursos medicinais
nativos e também para possibilitar que essas espécies sejam incluidas, posteriormente,
em um programa de melhoramento genético (Pereira, 2006).

Entre esses estudos, a caracterizacdo citogenética consiste em uma ferramenta
eficiente no melhoramento e evolucdo de plantas, pois, a0 mesmo tempo em que
permite obter informac6es sobre 0 material genético, ajuda no fornecimento de métodos
para manipula-lo (Sybenga, 1998).

Os estudos citogenéticos podem envolver a analise da meiose e da viabilidade
polinica. A primeira apresenta relevancia, ja que é durante a meiose que ocorre a
recombinacdo génica, a mesma € considerada uma fonte de variabilidade genética que
os individuos possuem para se adaptar ao meio ambiente em que vivem e, assim,
garantir a sua perpetuacdo por meio da descendéncia (Singh, 1993; Nassar & Freitas,
1997; Pagliarini, 2000). A viabilidade do polen também é uma caracteristica muito
importante no estudo das plantas, pois evidencia a potencialidade reprodutora do gameta
masculino de uma espécie e contribui em estudos taxondmicos, ecoldgicos e
palinoldgicos, fornecendo informacbes necessarias para a aplicacdo pratica na
conservacao genética, na agricultura e para o planejamento de algum tipo de
melhoramento (Arroyo, 1981; Guinet, 1989).

Baseado nesse contexto e também devido a inexisténcia de estudos que
informem a respeito do comportamento meiotico e viabilidade polinica de S. australis, o

presente trabalho teve como objetivo caracterizar citogeneticamente diferentes acessos
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dessa espécie, coletados no Rio Grande do Sul — Brasil, com base na analise da meiose

e estimativa da viabilidade dos gréos de polen através de distintos corantes.

MATERIAL E METODOS

As analises foram desenvolvidas no Laboratorio de Citogenética Vegetal e
Genotoxicidade (LABCITOGEN), do Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias
Naturais e Exatas (CCNE) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

O material botanico utilizado compreendeu botbes florais de 15 acessos de S.
australis coletados em sete municipios do Estado do Rio Grande do Sul, dos quais,
dependendo da fase de desenvolvimento do botdo, foram analisadas as fases da meiose
e/ou a viabilidade dos graos de polen (Tabela 1). Os botdes florais mais jovens de até 3
mm foram utilizados para o estudo do comportamento meiético e os demais, para
analise da viabilidade polinica. O material testemunho foi incorporado ao Herbario
Santa Maria Departamento de Biologia (SMDB) da UFSM (Tabela 1).

Para analise da meiose e estimativa da viabilidade polinica, os botdes florais
coletados em diversos estadios de desenvolvimento foram fixados em Carnoy
modificado 3:1 (etanol:4cido acético) durante 24 horas, a temperatura ambiente.
Posteriormente, os botdes foram transferidos para etanol 70% sob refrigeracdo até sua
utilizacdo. Para o preparo das laminas, foi usada a técnica de esmagamento das anteras
(Guerra & Souza, 2002). Ressalta-se que, apesar das flores apresentarem estames com
filetes curtos e longos (pistiladas e estaminadas), a escolha dos botdes florais foi

realizada aleatoriamente.
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Para a analise meiotica (12 acessos, Tabela 1), a coloracdo das anteras foi
realizada com orceina acética 2%. Foram analisadas em media seis laminas por acesso,
que possuiam o maior numero de células em cada uma das fases da divisdo meidtica.

Todas as fases da meiose foram analisadas, mas foi dada énfase especial as
associacfes cromossdmicas em diacinese e a segregacdo dos cromossomos nas anafases
e teléfases | e Il. Em diacinese foram registradas as associacdes cromossomicas,
considerando a ocorréncia de bivalentes, trivalentes e tetravalentes. As células que
apresentaram todos 0s seus cromossomos em associacdes bivalentes foram consideradas
como normais ou de comportamento regular. Para determinacdo do nudmero
cromossémico gamético (n) observou-se de cinco a 20 células em diacinese (com bom
espalhamento dos cromossomos) por acesso. Também foram registradas as células que
apresentaram cromossomos retardatarios, pontes ou disjuncdo irregular.

O numero de tétrades foi registrado e calculado o indice meidtico (Love, 1949),
em que: IM (indice mei6tico) € igual ao nimero de tétrades de polen normais dividido
pelo numero total de tétrades observado multiplicado por 100. O célculo foi realizado a
partir de um namero varidvel de tétrades por acesso. As tétrades normais foram aquelas
que apresentaram quatro células, ao passo que as anormais diferiram desse nimero.

Para realizar a estimativa da viabilidade polinica (14 acessos, Tabela 1), as
laminas foram preparadas também pela metodologia de esmagamento das anteras,
porém, para a coloracdo, foram utilizados trés corantes: orceina acética 2%, carmim
acético 2% e reativo de Alexander. Ao utilizar os corantes orceina acética 2% e carmim
acetico 2%, os polens corados foram considerados viaveis e, 0s ndo corados, ou corados
fracamente, invidveis. JA com o corante reativo de Alexander, as laminas foram

analisadas 24 horas apds o preparo e foram considerados viaveis os grdos de pélen de
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cor pdrpura e inviaveis os azuis-esverdeados. Além disso, os graos de pdlen diminutos
foram considerados invidveis para todos os corantes. Foram confeccionadas duas
laminas por acesso e corante, onde foi realizada a contagem de 600 graos de polen (300
em cada lamina). A viabilidade do polen foi estimada através da porcentagem de graos
viaveis, dividindo-se o numero de grdos vidveis pelo total de grdos contados
multiplicados por 100.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os dados
referentes a analise meiotica e a viabilidade polinica foram comparados através do teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o programa

Assistat® versdo beta 7.7 (Silva & Azevedo, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise meidtica

Os resultados obtidos das analises nas fases da meiose estdo registrados na
Tabela 2. Nos 12 acessos de S. australis, tanto na meiose | como na meiose Il, a
amplitude de variacdo da porcentagem de células anormais ficou contida entre 0,46% a
3,28%, ndo havendo diferenca estatistica entre os acessos (Tabela 2). Desta forma, o
comportamento meidtico foi considerado regular durante a meiose | e Il para todos os
acessos (Tabela 2, Figuras 1A a 1l1). No entanto, algumas irregularidades foram
observadas, tais como a presenca de diades, triades (Figura 2I), cromossomos
retardatarios em metafases (Figuras 2B e 2C), pontes em anafase | (Figura 2D), tel6fase
| (Figura 2E) e anafase Il (Figura 2F), ndo disjuncdo na anafase Il (Figura 2G) e tel6fase

I1 com fuso multipolar e microntcleo (Figura 2H).
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As células em diacinese e/ou metafase | apresentaram frequentemente
sobreposicOes e/ou aderéncias nos cromossomos, 0 que dificultou a interpretacdo das
associacfes cromossdmicas. Por isso, foram analisadas somente as células em diacinese
e/ou metafase | que ndo apresentaram sobreposi¢cdo nos cromossomos. Nas células
consideradas regulares, foi possivel determinar a presenca de 19 cromossomos em
bivalentes (Figura 1A e 1B), enquanto nas células irregulares observaram-se
associacfes maiores que bivalentes, que poderiam ser trivalentes e/ou tetravalentes
(Figura 2A) e univalentes.

Através da andlise da meiose foi possivel determinar o nimero gamético n = 19,
sugerindo-se que 0 numero somatico de S. australis seja 2n = 38 cromossomos. Na
literatura hd um dnico relato sobre contagem cromossémica para S. australis, onde 2n =
37 (Goldblatt, 1996), diferindo do que foi sugerido no presente trabalho. Porém, para
outras espécies do género Sambucus L., como S. caerulea Raf., S. callicarpa Greene, S.
melanocarpa A. Gray e S. sachalinensis Pojark., 0 nimero somético 2n = 38 foi
confirmado (Goldblatt, 1996).

Esse estudo possibilitou, pela primeira vez, realizar a determina¢do do nimero
de cromossomos através de células gaméticas de S. australis em acessos do Rio Grande
do Sul (RS). Olkoski et al. (2008) também utilizaram células gaméticas para determinar
0 numero de cromossomos de trés espécies medicinais nativas do Rio Grande do Sul.
Os autores encontraram n = 10 para Aster squamatus (Spreng.) Hieron. e n = 9 para
Pterocaulon polystachyum DC. e Solidago microglossa DC., sugerindo ndmeros
somaticos 2n = 20 e 2n = 18, respectivamente.

O indice meidtico apresentou-se alto, com variacdo entre os acessos de 91,1 a

100% (Tabela 2), sendo encontradas tétrades normais com quatro células (Figura 1H e
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11) e anormais com trés (Figura 21) e duas células. Nos acessos SM02 e CRA08 nao
ocorreram células em tétrades, tendo em vista a fase de desenvolvimento que os botdes
florais se encontravam. De acordo com Love (1949), plantas com indice meidtico
superior a 90% sdo consideradas estaveis citologicamente e, portanto, podem fazer parte
tanto de programas de melhoramento genético quanto nos de preservacdo da espécie.
Por ser um parametro simples, esse indice é muito utilizado em estudos de
comportamento meidtico de plantas. Para a espécie Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek
(espinheira-santa), Lunardi et al. (2004) estimaram um indice meiotico que variou de
95,1 a 100% para o0s sete acessos estudados. Fachinetto & Tedesco (2009), estudando
cinco acessos de Hyptis mutabilis (Rich.) Brig. (beténica-brava), determinaram que o
indice meiotico ficou contido entre 71,1 a 92,3%. Em linhagens avancadas de pimenta
do género Capsicum L., o indice meiotico foi superior a 90%, exceto em uma linhagem
que apresentou o indice de 79,53% (Pozzobom et al., 2011), enquanto em espécies do
género Passiflora L., os indices meidticos variaram de 88,4 a 98,1% (Souza & Pereira,
2011).

Apesar de terem sido observadas algumas irregularidades, essas ndo foram
significativas em nenhum dos acessos estudados, que mantiveram um elevado nimero
de tétrades normais e um indice meidtico (IM) acima de 90%. Tedesco et al. (2002)
estudaram o comportamento meidtico de 38 acessos de Adesmia DC. e verificaram que,
embora algumas irregularidades como uni, tri e tetravalentes, bem como cromossomos
retardatarios e pontes na anafase | e Il tenham sido eventualmente observadas, o indice

meiotico foi normalmente superior a 90% em todos 0s acessos.
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Viabilidade polinica

Neste trabalho foi realizada uma estimativa da viabilidade dos gréos de polen de
14 acessos utilizando-se trés diferentes corantes. Na Tabela 3 encontram-se 0s
resultados da comparacdo das estimativas da viabilidade polinica entre os diferentes
acessos e corantes.

Pela analise dos resultados, pode-se observar que o corante orceina acética 2%
foi 0 que apresentou a maior média de porcentagem de polens viaveis (99,8%), porém,
sem diferir significativamente da média do corante carmim acético 2% (97,5%). Ja o
corante reativo de Alexander foi o que apresentou a menor média de viabilidade
polinica (86,4%), diferindo estatisticamente dos outros dois corantes (Tabela 3).

Na comparacdo entre os corantes, dentro de cada acesso, 0 acesso EREOQ1
apresentou diferencas significativas nas porcentagens de viabilidade polinica entre 0s
trés corantes. Nos acessos CRA07, TUP11, SIL13, ITA16 e CRAL7, os grdos de pdlen
corados com reativo de Alexander diferiram significativamente dos gréos corados com
orceina acética 2% e carmim acético 2%. Nos demais acessos, 0s trés corantes ndo
diferiram estatisticamente entre si (Tabela 3).

Considerando os resultados obtidos para os trés corantes, foi possivel constatar
que a orceina acética 2% superestimou a viabilidade polinica, pois ndo permitiu
distinguir corretamente as tonalidades entre polens viaveis e invidveis (Figuras 3D, 3E e
3F). Apesar de possibilitar uma maior diferenciacdo entre polens viaveis e inviaveis
(Figuras 3G, 3H e 3l), o corante carmim acético 2% também pode ter superestimado a
viabilidade polinica, ja que, segundo Munhoz et al. (2008), algumas vezes os gréos de
polen abortados podem fornecer coloracdo semelhante aquela de gréos viaveis. Por sua

vez, o corante reativo de Alexander foi considerado o melhor para estimar a viabilidade
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polinica neste trabalho, pois permitiu diferenciar com precisdo o pdélen viavel do
inviavel. Isso se deve ao fato do reativo de Alexander ser formado pelos corantes
fucsina &cida e verde de malaquita e esses produzirem uma coloracao diferencial entre
grédos de pdlen viaveis e inviaveis. A celulose na parede celular do pélen reage com o
verde de malaquita produzindo uma cor azul-esverdeada, enquanto o protoplasma reage
com a fucsina &cida produzindo uma cor parpura (Alexander, 1980). Assim, como 0s
gréos inviaveis ndo apresentam protoplasma, eles apresentam a cor azul-esverdeada (3A
e 3B), ao passo que 0s grdos viaveis apresentam a parede celuldsica azul-esverdeada e o
protoplasma de cor purpura (3C).

Frescura et al. (2012) utilizaram os mesmos corantes do presente trabalho para
estimar a viabilidade polinica de 20 acessos de Polygala paniculata L. (barba-de-bode).
Através dos resultados, os autores verificaram que houve diferenca significativa nas
médias de viabilidade polinica entre os trés corantes (orceina acética: 98,3%; carmim
acético: 80,4%; reativo de Alexander: 72,3%) e concluiram que a orceina acética
superestimou a viabilidade, enquanto o reativo de Alexander foi considerado o corante
mais adequado para a estimativa da viabilidade polinica dessa planta.

No presente estudo, a viabilidade polinica foi considerada alta (acima de 75%)
para todos 0s acessos e corantes, exceto para o acesso EREO1, quando se utilizou o
corante reativo de Alexander (44%).

Alta porcentagem de viabilidade polinica com diferentes testes colorimétricos
também foi encontrada por diversos autores estudando espécies medicinais. Auler et al.
(2006) utilizaram os corantes orceina acética, carmim propidnico e reativo de Alexander
para estimar a viabilidade polinica de oito populacdes de Baccharis trimera (Less.) DC.

(carqueja) e encontraram valores superiores a 85%. Utilizando o corante carmim
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acetico 2%, Loguercio & Battistin (2004) encontraram valores superiores a 93% de
viabilidade polinica em nove acessos de Syzygium cumini (L.) Skeels (jambol&o).
Ainda, Battistin et al. (2006) estimaram a viabilidade polinica de populacGes de
Discaria americana Gillies & Hook. (gquina-do-campo) e Foeniculum vulgare Mill.
(funcho) atraves dos corantes carmim propionico e reativo de Alexander, obtendo
valores superiores a 88% nessas duas espécies.

Na comparacdo entre os acessos, dentro de cada corante, ndo houve diferencas
significativas entre 0s 14 acessos para 0s corantes orceina acética 2% e carmim acético
2%. Ja para o corante reativo de Alexander, ocorreram diferencas entre os acessos. O
acesso EREOQ1 diferiu significativamente de todos os demais acessos analisados,
apresentando o maior numero de polens inviaveis. Ainda para o reativo de Alexander,
0s acessos TUP11, SIL13, ITA16 e CRAL7 foram semelhantes estatisticamente entre si,
mas diferiram significativamente dos acessos EREO1, SM02, SM04, SM05, SMO06,
CRAO07, FOR09, TUP10, SIL14 e SIL15 (Tabela 3).

A diferenca observada nos valores da viabilidade polinica entre os acessos pode
ser explicada por diversos fatores, como a variabilidade genética, além de causas nao
genéticas, que incluem o estagio do poélen e fatores fisicos como temperatura e umidade
(Kelly et al., 2002)

Coelho et al. (2012), utilizando os corantes orceina acética 2% e reativo de
Alexander, atribuiram as diferencas na estimativa da viabilidade polinica de Crotalaria
juncea L. a variabilidade genética presente nos diferentes acessos estudados. O mesmo
pode ser observado por Neto et al. (2006), que constataram que a presenca de diferencas
significativas na viabilidade dos gréos de polen em diferentes populacdes de Solanum

paniculatum L. (jurubeba) sdo indicativos de que existe variabilidade genética entre as
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mesmas. Por fim, segundo Pozzobon et al. (2011), fatores abiGticos como a alta
temperatura na época de coleta das flores, podem ter sido responsaveis pela diferenca na
porcentagem de polens viaveis em algumas linhagens de pimenta.

Cabe ressaltar que uma alta porcentagem de grdos de polen viadveis € esperada
como resultado de um alto percentual de tétrades normais, as quais sdo reflexo direto de
um processo meidtico regular (Corréa et al., 2005), como pode ser observado no

presente trabalho.

CONCLUSOES

Os acessos de Sambucus australis estudados possuem comportamento meiotico
regular, com associacdes bivalentes de n=19 cromossomos, indice meiotico superior a
90% e alto indice de viabilidade polinica, ndo apresentando numero de irregularidades
meiodticas suficiente para comprometer a fertilidade da espécie. O corante reativo de
Alexander foi considerado o mais eficiente para estimar a viabilidade polinica nessa

espécie.
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Tabela 1. Acessos de Sambucus australis Cham. & Schltdl., locais de coleta, nimero de
registro no Herbario Santa Maria Departamento de Biologia (SMDB) e tipo de anélise

realizada com cada acesso (comportamento meiotico/viabilidade polinica).

Acesso Localizacéo NUmero de Comportamento Viabilidade
registro meidtico polinica
EREO1 Erechim — RS 15.421 X
SM02 Santa Maria — RS 15.422 X X
SM04 Santa Maria — RS 15.424 X X
SMO05 Santa Maria — RS 15.425 X X
SMO06 Santa Maria — RS 15.426 X X
CRAO07 Cruz Alta— RS 15.427 X
CRAO08 Cruz Alta— RS 15.428 X
FORO09 Formigueiro — RS 15.429 X X
TUP10 Tupanciretd — RS 15.430 X X
TUP11 Tupanciretd — RS 15.431 X X
SIL13 Silveira Martins — RS 15.433 X X
SIL14 Silveira Martins — RS 15.434 X X
SIL15 Silveira Martins — RS 15.435 X X
ITAL16 Itaara — RS 15.436 X X
CRA17 Cruz Alta— RS 15.437 X
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Tabela 2. Comportamento meidtico, indice meiotico (IM) e porcentagem de células anormais em 12 acessos de Sambucus australis Cham.

& Schltdl.
Préfase |
Acesso Metaf. 1  Anaf. Teldf. Prof. Il Metdf.  Anaf.  Teldf. Il Tétrades Tétrades IM
NCA Lept6teno  Diacinese T T Anormais (%) %CA
N A N A N A N A N A N A N A N A N A N Dia. Tria.
SMO02 367 156 - 07 3 12 5 - 1 - - 13 - - - - - 169 1 - - - - 2,78°
SMO04 601 320 1 10 6 3 2 - 1 14 - 22 - 10 - 4 - 129 - 80 - - 100 1,85%
SMO05 481 125 - 05 3 5 - - -9 - 550 1 19 - 7 - 232 - 25 - - 100  0,56°
SMO06 482 170 - 07 4 56 3 - - 38 1 24 - 8 - 20 - 76 - 75 - - 100 1,86%
CRAOQ8 369 278 - 09 2 36 - - - 17 - 4 - - - - - 23 - - - - - 0,46%
FORO09 612 375 - 12 3 - - - - - - 6 - 15 - - - 100 - 92 3 6 91,1 1,91°
TUP10 844 360 - 17 5 75 2 3 2 13 - 120 2 23 - 7 - 9% - 115 - 4 96,6 1,67°
TUP11 668 508 - 06 2 25 - - - - - - - - - - - - - 123 - 4 96,8 0,93°
SIL13 724 418 - 16 5 80 15 - - 55 - 75 - - - - - - - 60 - - 100 2,88°
SIL14 342 25 - 19 7 30 -1 - 17 1 28 - 6 - 8 1 181 - 18 - - 100 2,22%
SIL15 574 60 - 20 10 126 5 - 1 43 - 141 - 23 - 9 1 71 - 60 - 4 93,7 3,28°
ITAL6 594 174 - 20 9 6 - 2 - 14 1 65 - 24 1 18 3 175 - 80 - 2 976 2,65
*Médias com a mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
NCA: nimero de células analisadas; IM: indice meidtico; %CA: porcentagem de células anormais; N: células normais; A: células anormais. Prof.. profase;

Metaf.: metafase; Anaf.: anafase; Telof.: tel6fase.
Acessos: SM (Santa Maria); CRA (Cruz Alta); FOR (Formigueiro); TUP (Tupanciretd); SIL (Silveira Martins); ITA (ltaara).
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Figura 1. Comportamento mei6tico de Sambucus australis Cham. & Schltdl. — células

normais. A) diacinese (1911), acesso TUP10 (Tupanciretd); B) diacinese (191l), acesso
SIL14 (Silveira Martins); C) metéafase I, acesso SM02 (Santa Maria); D) anafase I,
acesso SIL15 (Silveira Martins); E) metéafase Il, acesso FOR09 (Formigueiro); F)
anafase Il, acesso FOR09 (Formigueiro); G) Telo6fase 1, acesso SM05 (Santa Maria);
H) Tétrade, acesso SM04 (Santa Maria); 1) Tétrade, acesso ITA16 (ltaara). Escala de

10pum.
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Figura 2. Comportamento mei6tico de Sambucus australis Cham. & Schltdl. — células

anormais. A) diacinese (1711+11V) com tetravalente (seta), acesso FORO09
(Formigueiro); B) metafase | com cromossomo retardatario (seta), acesso SM02 (Santa
Maria); C) metafase | com cromossomo retardatario (seta), acesso SIL13 (Silveira
Martins); D) anéafase | com ponte (seta), acesso TUP10 (Tupanciretd); E) tel6fase | com
ponte (seta), acesso ITA16 (ltaara); F) anafase Il com ponte (seta), acesso SIL14
(Silveira Martins); G) Anafase 1l com nédo-disjun¢do dos cromossomos, acesso SM02
(Santa Maria); H) teléfase 11 com fuso multipolar e micronucleo (seta), acesso SM05

(Santa Maria); 1) Triade, acesso TUP11 (Tupanciretd). Escala de 10um.
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Tabela 3. Porcentagem de polens viaveis e estimativa da viabilidade polinica (%) de 14

acessos de Sambucus australis Cham. & Schltdl. através de trés diferentes corantes.

Reativo de Alexander Orceina acética 2% Carmim acetico 2%
ACEesso
N* 9% viabilidade N % viabilidade N % viabilidade
EREO1 264 44°° 591 98,5 518 86,4
SMO02 575 95,84 600 100*4 590 98,3
SM04 552 92°4 600 100** 571 95,2%4
SMO5 563 93,8 600 100* 593 98,8
SMO06 573 95,5 600 100*4 584 97,3*
CRAO07 533 88,8 600 100* 600 100*
FORO09 587 97,7%4 599 99,8 586 97,7%4
TUP10 576 96° 598 99,7%4 588 084
TUP11 493 82,2"8 600 100*4 597 99,5
SIL13 457 76,28 600 100*4 598 99,7%4
SIL14 565 94,2%4 600 100* 571 95,2%4
SIL15 567 94,5 600 100*4 599 99,8**
ITA16 463 77,28 600 100* 600 100*
CRA17 497 82,3" 600 100* 597 99,5
Média geral  518,8 86,4° 599 99,8" 585 97,5%

*: nimero de polens viaveis. Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maidscula
na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.
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Figura 3. Polens viaveis e inviaveis de Sambucus australis Cham. & Schltdl. A — C:
polens corados com reativo de Alexander. A) polen inviavel, acesso EREO1 (Erechim);
B) polen inviavel, acesso TUP11 (Tupanciretd); C) pdlen viavel, acesso CRA17 (Cruz
Alta); D — F: polens corados com orcéina acética 2%. D) pdlen inviavel, acesso EREO1
(Erechim); E) polen viavel e invidvel (diminuto — seta), acesso TUP10 (Tupanciretd); F)
polens viaveis, acesso SM05 (Santa Maria); G — I: polens corados com carmim acético
2%. G) polen inviavel, acesso SM06 (Santa Maria); H) polens viaveis e polen inviavel
(seta), acesso EREOQL (Erechim); 1) pdlen viavel, acesso CRA17 (Cruz Alta). Escala de

10pum.



DISCUSSAO

A auséncia de estudos que informem sobre a caracterizacdo citogenética e
genotoxicidade de Sambucus australis, aliado a grande utilizagdo das plantas medicinais,
motivou o presente trabalho que descreve a atividade antiproliferativa, antigenotdxica e os
compostos fendlicos dos extratos aquosos da espécie, além de analisar o comportamento
meiotico e a viabilidade polinica em acessos dessa planta.

Através do teste de Allium cepa, pode-se verificar que 0s extratos aquosos das
inflorescéncias e folhas de S. australis, nos dois acessos analisados (Erechim e Santa Maria),
apresentaram atividade antiproliferativa e essa atividade foi mais acentuada conforme o
aumento da concentracdo dos extratos. Outros autores também analisaram a atividade
antiproliferativa de extratos aquosos de diferentes espécies utilizando o sistema teste de A.
cepa e constataram que esses extratos, nas maiores concentragdes, provocaram uma maior
inibicdo da divisdo celular, como por exemplo: Frescura et al. (2012a), estudando a espécie
Luehea divaricata Mart.; Knoll et al. (2006), ao analisar diferentes populacGes de Pterocaulon
polystachyum DC.; Fachinetto et al. (2007) analisando os extratos de Achyrocline satureioides
DC.; e, Bagatini et al. (2009), avaliando o efeito de infusdes de Solidago microglossa DC.

A atividade antiproliferativa dos extratos aquosos avaliados neste trabalho pode ser
conferida aos flavonoides encontrados na espécie S. australis, j& que sdo atribuidos a esses
compostos diferentes efeitos farmacoldgicos, entre eles, a acdo antiproliferativa e a acdo
anticarcinogénica (HOLLMAN et al., 1996; PELZER et al., 1998).

Os extratos aquosos de S. australis ndo apresentaram efeito genotdxico sobre as
células meristematicas de A. cepa, pois ndo foram encontrados valores expressivos no nimero
de alteracBes cromossdmicas. Ao contrario do encontrado neste trabalho, alguns extratos
aquosos de plantas medicinais apresentaram efeito genotoxico, como as espécies Baccharis
trimera (Less.) DC. e Baccharis articulata (Lam.) Pers. (FACHINETTO; TEDESCO, 2009),
Mikania glomerata Spreng. (NORA et al., 2010) e Mikania cordifolia (L. f.) Willd. (DIAS et
al., 2014).

Neste estudo também foi avaliado o ptencial antigenotéxico de S. australis, onde se
verificou que os extratos aquosos das folhas de S. australis na maior concentracdo (12 g.L™),
em ambos 0s acessos, apresentam atividade antigenotdxica. O mesmo pode ser observado
guando se testou a atividade antimutégenica de solugdes de Aloe vera (L.) Burm. f. utilizando-
se 0 teste de A. cepa (STURBELLE et al., 2010).
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A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos extratos das
inflorescéncias e folhas de S. australis na concentracdo de 12 g.L™ permitiu a identificagdo
dos compostos éacido galico, acido clorogénico, &cido cafeico, &cido elagico, rutina,
quercitrina, isoquercitrina, quercetina e canferol, corroborando com estudos realizados por
Alice et al. (1990), onde foram encontrados nas inflorescéncias de S. australis 0s compostos
3-O-monoglicosideo de diidroflavonol, 3,7-O-diglicosideo de flavonol, isoquercitrina, rutina,
quercetina, acido cafeico e acido clorogénico; e Scopel (2005), onde foram observados acidos
fenolicos, glicosideos de flavonoides (sem possiveis indicacdes), hiperosideo, isoquercitrina,
derivado de canferol, quercitina e canferol em extratos hidroetanélicos da mesma espécie.

Além das andlises relacionadas a atividade antiproliferativa e antigenotéxica dos
extratos aquosos de S. australis, foram realizadas avaliagdes sobre o comportamento meidtico
e viabilidade polinica de acessos dessa espécie. O conhecimento dessas caracteristicas permite
obter informacGes sobre o material genético, ajudando no fornecimento de métodos para
manipula-lo, sendo, dessa forma, uma ferramenta eficiente para o0 melhoramento e evolugédo
de plantas (SYBENGA, 1998).

Nos 12 acessos de S. australis analisados, 0 comportamento meiotico foi considerado
regular durante a meiose | e Il, apesar de algumas irregularidades terem sido encontradas. A
partir da observacdo das células em diacinese, foi possivel determinar a presenca de 19
cromossomos em bivalentes, ou seja, 0 nimero gamético (n) = 19, sugerindo nimero
somatico 2n = 38. Foi encontrado, na literatura, apenas um Unico relato sobre contagem
cromossdmica para S. australis, onde o nimero somatico foi de 2n = 37 (GOLDBLATT,
1996), diferindo do que foi sugerido no presente trabalho. Entretanto, para outras espécies do
género Sambucus L., como S. caerulea Raf., S. callicarpa Greene, S. melanocarpa A. Gray e
S. sachalinensis Pojark., o nimero somatico 2n = 38 foi confirmado (GOLDBLATT, 1996).

Através do presente estudo, foi possivel realizar pela primeira vez a determinacao do
namero de cromossomos através de células gaméticas de S. australis em acessos do Rio
Grande do Sul (RS). Olkoski et al. (2008) também utilizaram células gaméticas para
determinar o nimero de cromossomos de trés espécies medicinais nativas do Rio Grande do
Sul. Os autores encontraram n = 10 para Aster squamatus (Spreng.) Hieron. e n = 9 para
Pterocaulon polystachyum DC. e Solidago microglossa DC., sugerindo nimeros somaticos 2n
=20 e 2n = 18, respectivamente.

O indice meidtico apresentou-se alto, com variag¢do entre os acessos de 91,1 a 100%.
Plantas com indice meidtico superior a 90% sdo consideradas estaveis citologicamente e,

portanto, podem fazer parte tanto de programas de melhoramento genético quanto nos de
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preservacdo da espécie (LOVE, 1949). Outras espécies apresentaram valores de indice
meidtico geralmente superior a 90%, como Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek (LUNARDI
et al., 2004), linhagens avancadas de pimenta do género Capsicum L. (POZZOBON et al.,
2011) e espécies do género Adesmia DC. (TEDESCO et al., 2002).

A estimativa da viabilidade polinica de 14 acessos foi realizada utilizando-se trés
corantes: orceina acética 2%, carmim acético 2% e reativo de Alexander. Pela analise dos
resultados, pode-se observar que 0 corante orceina acética 2% foi o que apresentou a maior
média de porcentagem de polens viaveis (99,8%), seguido do corante carmim aceético 2%
(97,5%), enquanto o corante reativo de Alexander foi o que apresentou a menor média de
viabilidade polinica (86,4%), diferindo estatisticamente dos outros dois corantes. Assim, 0
corante reativo de Alexander foi considerado o melhor para estimar a viabilidade polinica
neste trabalho, pois permitiu diferenciar com precisdo o polen viavel do inviavel. Isso pode
ser explicado pelo fato do corante reativo de Alexander produzir uma coloracdo diferencial
entre grdos de pdlen viaveis e inviaveis (ALEXANDER, 1980), ao passo que 0s outros dois
corantes podem ter superestimado a viabilidade polinica. O mesmo ja foi observado por
Frescura et al. (2012b), que utilizaram os trés corantes do presente trabalho para estimar a
viabilidade polinica de 20 acessos de Polygala paniculata L.

Quando comparadas as médias de viabilidade polinica entre 0s acessos, dentro de cada
corante, ndo houve diferencas significativas entre os 14 acessos para 0S corantes orceina
acetica 2% e carmim acético 2%. Ja para o corante reativo de Alexander, ocorreram
diferencas entre os acessos, sendo que o acesso EREOL (Erechim) diferiu significativamente
de todos os demais acessos analisados, enquanto os acessos TUP11 (Tupanciretd), SIL13
(Silveira Martins), ITA16 (ltaara) e CRA17 (Cruz Alta) foram semelhantes estatisticamente
entre si, mas diferiram significativamente dos acessos EREO1, SM02 (Santa Maria), SM04,
SMO05, SM06, CRA07, FOR09 (Formigueiro), TUP10, SIL14 e SIL15. Essas diferencas
podem ser explicadas por diversos fatores, como a variabilidade genética, além de causas ndo
genéticas, que incluem o estagio do pdlen e fatores fisicos como temperatura e umidade
(KELLY et al., 2002).



CONCLUSAO

Os extratos aquosos das inflorescéncias e folhas de dois acessos de S. australis sao
antiproliferativos e ndo genotdxicos sobre o ciclo celular de A. cepa.

Os extratos das folhas de S. australis na concentracdo de 12g.L™, em ambos acessos
de Santa Maria e Erechim, possuem atividade antigenotéxica, diminuindo os danos
cromossémicos causados pelo glifosato.

Os extratos apresentam os compostos fendlicos: acido gélico, acido clorogénico, acido
cafeico, &cido eldgico, rutina, quercitrina, isoquercitrina, quercetina e canferol, sendo o
canferol e o acido clorogénico os compostos majoritarios nos extratos das inflorescéncias e
folhas, respectivamente.

Os acessos de S. australis estudados possuem comportamento meid6tico regular,
namero gametico (n) = 19, indice meidtico superior a 90% e alta viabilidade polinica, sendo o
corante reativo de Alexander o mais eficiente para estimar a viabilidade polinica nessa

especie.
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ANEXOS

Anexo A — Aspecto de Sambucus australis Cham. & Schltdl. do municipio de Santa Maria,
RS.

Anexo B — Aspecto de folhas e inflorescéncias de Sambucus australis Cham. & Schltdl. do

municipio de Santa Maria, RS.
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Anexo C — Aspecto de inflorescéncias com flores de estames de filetes curtos (pistiladas —
seta A) e longos (estaminadas — seta B) de Sambucus australis Cham. & Schltdl. do

municipio de Santa Maria, RS.

Anexo D — Desenho esquematico de flores (vista frontal) A) estaminadas e B) pistiladas de

Sambucus australis Cham. & Schitdl.

Fonte da figura: SCOPEL, M. (2005). Legenda: an — antera; ea — estame; fi — filete; g —

gineceu; pt — pétala. Escala: 2,5 mm.



