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RESUMO

Lactuca aff. canadensis é uma hortalica ndo convencional da familia Asteraceae. A
espécie foi introduzida no Brasil, onde é popularmente conhecida como almeirdo-de- &rvore.
O almeirdo-de-arvore exibe grande variabilidade morfologica, especialmente relacionada as
folhas e ndo ha registros sobre os seus caracteres agrondmicos, anatbmicos e citogenéticos,
tampouco para fins de identificacdo taxonémica. Apresenta divergéncias em sua denominacgéo
cientifica, sendo identificado como Cichorium intybus L., Lactuca canadensis L. e Lactuca
indica L.. Neste trabalho, foi referenciada como Lactuca aff. canadensis L (aff = a fim de).
Dessa forma, para ampliar o conhecimento cientifico, de caracteristicas essenciais aos usos na
alimentacéo e de cultivo, objetivou-se, com o trabalho, elaborar a caracterizacao citogenética,
anatdbmica e nutricional, bem como avaliar o ciclo fenoldgico de diferentes morfotipos de
almeirdo-de-arvore (L. aff. canadensis L.). Os morfotipos de almeirdo-de-arvore (verde, roxo
liso de folha estreita, roxo repicado e roxo liso de folha larga) foram obtidos junto a colecdo
de germoplasma da Universidade Federal de Lavras. No primeiro estudo, foram realizadas
andlises citogenéticas para a diferenciacdo dos morfotipos de almeirdo-de-arvore:
determinacdo do n° cromossémico e quantificacdo do DNA por citometria de fluxo e
observados os caracteres anatdmicos com a determinacdo do tipo de estdmatos, dimensoes e
densidade estomatica. No segundo estudo, foram caracterizados os estadios fenoldgicos e
avaliados o comportamento dos parametros produtivos, seguido da caracterizagdo nutricional,
composicdo fitoquimica e potencial antioxidante. Os morfotipos de almeirdo-de-arvore
possuem semelhangas no desenvolvimento, principalmente, no crescimento vegetativo.
Algumas diferencas foram detectadas quanto a altura de plantas e ao periodo reprodutivo.
Apresentaram grande potencial produtivo, com producdo superior a outras hortalicas folhosas
como a alface, de estadios de desenvolvimento semelhante. A fenologia também permite
adotar o mesmo manejo e sistema de producdo. Mostraram-se plantas de elevado contetdo
nutricional, com destaque para o teor de compostos fendlicos, vitamina C, além de outros
constituintes, como proteinas, macro e micronutrientes, em especial, para o teor de Ca, Mg, K
e Mn. Todos os genotipos avaliados apresentaram 2n = 18 cromossomos, com predominancia
de cromossomos submetacéntricos, relativamente simétricos. Nao foram observadas variagdes
significativas ao contedo de DNA dos quatro morfotipos, em média, 5,88 pg, valores
discrepantes dos encontrados na literatura para as espécies sugeridas ao almeirdo-de-arvore.
Na analise anatémica, as folhas dos morfotipos de almeirdo-de-arvore foram classificadas
como hipoanfiestomaticas. Em geral, apresentaram semelhancas entre os morfotipos
repicados (verde e roxo) e entre os tipos roxos lisos (folha estreita e folha larga) para o
nimero e tamanho de estdbmatos. Os resultados obtidos contribuirdo para a taxonomia, no
programa de melhoramento genético, recomendacdes de usos na alimentacdo, no
desenvolvimento de tecnologias para a produgdo comercial e de sementes, além de gerar
informagdes para o conhecimento cientifico.

Palavras-chave: Hortalica Nao Convencional. Nimero Cromossémico. Citometria De Fluxo.
Valor Nutricional.



ABSTRACT

Lactuca aff. canadensis is an unconventional vegetable from the Asteraceae family.
The species was introduced in Brazil, where it is popularly known as almeirdo-de-arvore. The
almeirdo-de-arvore exhibits great morphological variability, especially related to the leaves
and there are no records on its agronomic, anatomical and cytogenetic characters, neither for
taxonomic identification purposes. It presents divergences in its scientific name, being
identified as Cichorium intybus L., Lactuca canadensis L. and Lactuca indica L.. In this work
it was referred to as Lactuca aff. canadensis L (aff = in order to). Thus, in order to expand
scientific knowledge, of essential characteristics for use in food and cultivation, the aim of the
work was to elaborate the cytogenetic, anatomical and nutritional characterization, as well as
to evaluate the phenological cycle of different almeirdo-de-arvore morphotypes. The
morphotypes of almeirdo-de-arvore (green, smooth purple with narrow leaf, peaked purple
and smooth purple with broad leaf) were obtained from the germplasm collection of the
Federal University of Lavras. In the first study, the phenological stages were characterized
and the behavior of the productive parameters was evaluated, followed by nutritional
characterization, phytochemical composition and antioxidant potential. In the second study,
cytogenetic analyzes were carried out to differentiate almeirdo-de-arvore morphotypes:
determination of the chromosomal number and DNA quantification by flow cytometry and
observing the anatomical characters with the determination of stoma type, dimensions and
stomatal density. Tree morphotypes have similarities in development, especially in vegetative
growth. Some differences were detected in terms of plant height and reproductive period.
They presented great productive potential, with production superior to other leafy vegetables
such as lettuce, of similar development stages. Phenology also makes it possible to adopt the
same management and production system. Plants with high nutritional content were shown,
with emphasis on the content of phenolic compounds, vitamin C, in addition to other
constituents, such as proteins, macro and micronutrients, especially for the content of Ca, Mg,
K and Mn. All genotypes evaluated showed 2n = 18 chromosomes, with a predominance of
relatively symmetrical submacentric chromosomes. No significant variations were observed
for the DNA content of the four morphotypes, on average 5.88 pg, values that differ from
those found in the literature for the species suggested for the almeirdo-de-arvore. In the
anatomical analysis, the leaves of the almeirdo-de-arvore morphotypes tree were classified as
hypoamphistomatic. In general, they showed similarities between lobed morphotypes (green
and purple) and between smooth purple types (narrow leaf and wide leaf) for the number and
size of stomata. The results obtained will contribute to the taxonomy, in the genetic
improvement program, recommendations for uses in food, in technology for commercial and
seed production, in addition to generating information for scientific knowledge.

Keywords: Unconventional Vegetables. Chromosome Number. Flow Cytometry. Nutritional
Value.
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1 INTRODUCAO

O almeirdo-de-arvore € também conhecido, popularmente, como almeirdo-roxo,
radite-cote, orelha-de-coelho (Kinupp e Lorenzi, 2014), almeirdo-selvagem ou almeirdo-do-
mato, lingua-de-sogra, almeirdo-japonés, radice ou radite-argentino e diversas outras
denominacdes populares.

Ocorre de forma subespontanea nas regifes Sul e Sudeste do Brasil, cultivado de
Norte a Sul do pais, em hortas domésticas e podem ser encontrado em feiras e supermercados
na regido serrana do Rio de Janeiro e Sul de Minas Gerais (Kinupp e Lorenzi, 2014).

E considerado uma hortalica folhosa ndo convencional consumida na forma in natura,
em saladas ou refogados (Brasil, 2010a), ou como planta medicinal com efeito
antinflamatdrio e antibacteriano (Michalska, Szneler e Kisiel, 2013). As plantas exibem boa
aparéncia visual e também sdo utilizadas como ornamentais. Os genotipos, em geral, sdo
multiplicados e mantidos por produtores locais, a partir de plantas que ocorrem
espontaneamente, sem uma identificacdo taxondmica segura.

Essa espécie pertence a familia Asteraceae, e tem sido identificada, como Cichorium
intybus L. (Brasil, 2010b; Pedrosa et al., 2012), Lactuca canadensis L. (Kinupp e Lorenzi,
2014; Monge et al., 2016; Santos, Silva e Fonseca, 2016) e Lactuca indica L. (Monge et al.,
2016; Ranieri, 2018). As espécies L. canadensis e L. indica foram coletadas e identificadas
pela primeira vez no pais, nas regides Sul e Sudeste por Monge et al. (2016). A procedéncia
da espécie que ocorre no Brasil é desconhecida. A literatura relata a distribuicdo de L.
canadensis, de origem Norte americana, em regides temperadas e tropicais da Europa,
América, Africa e Asia, ocupando diferentes habitats (Lebeda et al., 2001; Dolezalova et al.,
2002).

No entanto Ferdkova (1977), considerando a origem das espécies selvagens de
Lactuca L., dividiu-as em trés grupos, com base no nimero gamético de cromossomos. Essa
divisdo permanece sendo utizada por autores em trabalhos mais recentes (Lebeda et al., 2001;
Dolezalova et al., 2002; Lebeda et al., 2009; Bennett e Leitch, 2011; El-Esawi e Sammour,
2014). O primeiro grupo, relativamente pequeno, contém espécies com n = 8 cromossomos e
é considerado mais primitivo e inclui espécies perenes da Europa e do Himalaia. O segundo
grupo compreende a maioria das espécies europeias e mediterraneas, bem como espécies do
Oriente Médio, Africa e India com n = 9 cromossomos. O terceiro grupo inclui espécies norte-
americanas distribuidas do Canada a Florida e, entre elas, esta a L. canadensis. S&o

caracterizadas por n = 17 cromossomos, de origem anfidiploide e isoladas geografica e
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geneticamente.

O almeirdo-de-arvore exibe grande variabilidade morfoldgica, especialmente
relacionada as folhas e ndo ha registros sobre os seus caracteres anatbmicos, tampouco para
fins de identificacdo taxondmica. De maneira geral, as folhas sdo lanceoladas e apresentam
variagdes na cor, tipo de margem e nervuras, as quais podem ser verde-claras repicadas, ou
lisas e repicadas com nervuras arroxeadas. A cor roxa pode predominar na maior parte da
folha nos almeirdes de nervura arroxeada (Kinupp e Lorenzi, 2014).

Essa ampla variabilidade morfologica deixa duvidas, no tocante as questdes
taxondmicas: sdo diferentes morfotipos ou espécies diferentes?. Neste trabalho, sera
referenciada como Lactuca aff. canadensis L. (aff = a fim de).

A familia Asteraceae tem taxonomia extremamente complexa pela plasticidade
fenotipica como caracteristica dessas espécies. Desta forma, estudos citogenéticos podem ser
utilizados no entendimento das relacdes filogenéticas. As analises cariotipicas sao Uteis para
comparar espécies ou examinar a variacdo entre individuos da mesma espécie (Stebbins,
1971). O conhecimento da quantidade de DNA nuclear e do nimero de cromossomos de cada
espécie é fundamental e é considerado o passo inicial de um programa de melhoramento
(Guerra, 2008), principalmente, para espécies que apresentam grande variabilidade genética e
cujos mecanismos evolutivos sdo pouco estudados (Silva et al., 2017).

E possivel também identificar essas diferencas pelo método de comparagéo anatdmica,
como a disposicdo dos estbmatos nas superficies das folhas e a presenca e o tipo de tricomas
(Robinson, 2009). A caracterizacdo anatbmica evita a identificacdo equivocada das espécies e
até mesmo a falsificacdo de matéria-prima, para a elaboracdo de fitoterapicos, por meio do
controle de qualidade (Ming, 1994). A obtencdo desses dados contribui para o conhecimento
da espécie e, consequentemente, para a seguranca em sua utilizacdo (Carpano, Castro e
Spegazzini, 2009; Gomes et al., 2009).

O consumo das hortalicas ndo convencionais ainda € incipiente, sobretudo, pelo
desconhecimento dos valores nutricionais dessas especies e a presenca em nichos de mercado
mais especificos. Para todas elas, ha caréncia de conhecimentos citogenéticos, fenolégicos,
época ideal de cultivo e colheita, visando a manutencdo das propriedades funcionais e
nutricionais e falta de tecnologias de producdo. O conceito de qualidade de hortalicas envolve
varios atributos, como a aparéncia visual (frescor, cor, defeitos e deterioracdo), textura
(firmeza, resisténcia e integridade do tecido), sabor e aroma, valor nutricional (carboidratos,
proteinas, gorduras, vitaminas, minerais e &gua) e seguranca do alimento (Kyriacou e
Rouphael, 2018).
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Estudos preliminares, avaliando a qualidade nutricional de hortalicas néo
convencionais, destacaram o almeirdo-de-arvore com valores consideraveis de proteinas e de
minerais como Ca, Zn, B e Mn, dentre as espécies avaliadas por Silva et al. (2018).
Entretanto, poucas sdo as informacfes encontradas na literatura sobre as propriedades
nutricionais entre os diferentes morfotipos existentes.

Dessa forma, para ampliar o conhecimento cientifico de caracteristicas essenciais, para
usos na alimentacdo e de cultivo, sdo necessarios estudos mais aprofundados. Neste sentido,
objetivou-se com o trabalho elaborar a caracterizacdo fenoldgica, produtiva, nutricional,
citogenética e anatbmica de diferentes morfotipos de almeirdo-de-arvore (Lactuca aff.
canadensis L.) a fim de identificar possiveis diferencas que possam auxiliar na determinacao

da correta nomenclatura cientifica da espécie.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Diversidade genética: exploracdo e desuso

A flora brasileira € considerada a mais rica do mundo (Forzza et al., 2012).
Atualmente, ja foram descritas no pais mais de 46 mil espécies de plantas, das quais pouco
mais de 19 mil sdo endémicas (Zappi et al., 2015; Filardi et al., 2018).

Apesar dessa ampla diversidade genética, ao longo de toda a sua trajetoria, o ser
humano ja utilizou mais de mil espécies de plantas como alimento (Fao, 2018). Em fins da
década de 1960, Mangelsdorf ja afirmava que o homem havia utilizado trés mil espécies de
plantas para a sua alimentacdo. Desse conjunto, aproximadamente 300 teriam mostrado
alguma importancia econdémica, mas apenas 150 haviam alcancado projecdo comercial
(Prescott-Allen e Prescott-Allen, 1990). Atualmente, pesquisas vém demonstrando o potencial
econbmico de varias plantas para diversas finalidades. Uma grande parte delas caiu em desuso
ou apresentaram sua exploracdo em pequenos nichos de mercado.

Apenas 15 espécies representam 90% da alimentacdo mundial e correspondem a 80%
de toda a fonte de energia ingerida pelo ser humano. S&o elas: arroz (Oriza sativa L. —
Poaceae), trigo (Triticum sativum L. — Poaceae), milho (Zea mays L. — Poaceae), soja
(Glycine max (L) Merrill - Fabaceae), sorgo (Sorghum spp. — Poaceae), cevada (Hordeum
vulgare L. Poaceae), cana-de-agucar (Saccharum officinarum L. — Poaceae), beterraba (Beta
vulgaris L. — Beta), feijdo (Phaseolus vulgaris L. — Fabaceae), amendoim (Arachis hypogaea

L. — Fabaceae), batata (Solanum tuberosum L. — Solanaceae), batata-doce (Ipomoea batatas
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(L.) Lam. — Convolvulaceae), mandioca (Manihot esculenta L. — Euphorbiaceae), coco
(Cocos nucifera L. — Arecaceae) e banana (Musa spp. — Musaceae). Somente o arroz, a batata,
o0 milho e o trigo representam 60% desse total e formam a base da alimentacdo humana.
Apenas duas espécies brasileiras, 0 amendoim e a mandioca, estdo entre as 15 consideradas
mais importantes em ambito mundial (Paterniani, 2001; Fao, 2008; Reifschneider et al.,
2015).

A reduzida base de espécies que utilizamos para a alimentacdo torna-se uma
preocupacdo com a vulnerabilidade genética das espécies e a dependéncia de cultivos

extensivos para suprir a demanda de alimentos cada vez mais crescente (Garcia, 1995).

2.2 Hortalicas ndo convencionais: conceito e histérico

A conceituacdo de hortalicas ndo convencionais, termo mais empregado no ambiente
académico, sdo aquelas de distribuicdo limitada, presentes em regides ou localidades
especificas e que influenciam diretamente na alimentacéo e cultura de populacdes tradicionais
(Brasil, 2010a; b).

Também sdo conhecidas como hortaligas tradicionais, subutilizadas, negligenciadas.
Alguns autores divergem sobre os termos empregados e atribuem particularidades a cada um.
Eyzaguirre, Padulosi e Hodgkin (1998) definiram culturas subutilizadas aquelas que ja foram
amplamente utilizadas e cairam em desuso por ndo serem competitivas com outras culturas
agricolas, por fatores agronémicos, genéticos, econdmicos, sociais e culturais. Também
definem culturas negligenciadas aquelas que sdo cultivadas por agricultores familiares,
principalmente em seus centros de origem ou de diversidade, onde exercem papéis
importantes para a subsisténcia das comunidades locais.

As populacdes tradicionais abrangem grupos que tém convivéncia e sobrevivéncia
ligadas ao campo, que contribuem diretamente na fixagcdo dessas familias no meio rural.
Diferenciam-se de outras comunidades por possuir seus proprios costumes e tradi¢des, ou
ainda pela organizacdo propria de suas instituicdes sociais, econdmicas, culturais e politicas,
conservadas independente do valor legal. Exemplos de populagdes tradicionais sdo o0s
geraiseiros, veredeiros, caatingueiros, pescadores, entre outros (Brasil, 2010b; a).

Os cultivos locais formam a base alimentar para centenas de milhes de pessoas e
apresentam potencial de nutrigdo para um ndmero incontavel de outras. Muitas dessas
espécies sdo de importancia crucial para as comunidades locais, e a exploragéo deste potencial

é vital para o alcance da seguranca alimentar (Vieira, Camillo e Coradin, 2018).
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Diferente das hortalicas convencionais (batata, tomate, repolho, alface e outras), as
hortalicas ndo convencionais ndo estdo organizadas em uma cadeia produtiva e ndo possuem
interesse comercial de empresas de sementes, fertilizantes e defensivos, do setor agricola em
geral (Brasil, 2010b).

As hortalicas ndo convencionais estdo inseridas no conceito de PANC’s (plantas
alimenticias ndo convencionais) e subdivididas em hortalicas frutos, hortalicas flores,
hortalicas tuberosas e hortalicas folhosas. Essas hortalicas sdo relatadas pelo conhecimento
popular como ricas em compostos nutricionais.

Cultivadas, em geral, por agricultores familiares, as hortalicas ndo convencionais
perderam ainda mais espaco para as culturas de maior apelo comercial, como as hortalicas
melhoradas geneticamente. Outro fator a ser considerado é a desvalorizacdo por serem
encontradas de forma espontanea, em quintais, calgcadas, beiras de estradas e até mesmo como
plantas invasoras de areas cultivadas.

Ndo hd uma relagdo fixa sobre quais espécies sdo consideradas hortalicas nao
convencionais. A medida que v&o se conhecendo os costumes de cada regido, no interior das
cidades, uma nova espécie ¢ acrescentada ao grupo (Brasil, 2010a).

Da mesma forma que as espécies sdo incluidas ao grupo de ndo convencionais, outras
podem ser excluidas. Podem vir a se enquadrar como hortaligas convencionais, a medida que
vao sendo conhecidas e difundidas, bem como ao aumento do consumo e aprimoramento das
técnicas de cultivo.

As hortalicas ndo convencionais apreciadas no Brasil sdo nativas e algumas foram
introduzidas por colonizadores europeus, especialmente portugueses, Ou por escravos
africanos (Brasil, 2010a). Algumas dessas espécies podem ter distribuicdo global, mas tendem
a ocupar locais especificos (Eyzaguirre, Padulosi e Hodgkin, 1998), em geral, séo
comercializadas em feiras livres regionais. O intercAmbio de sementes, bem como de
materiais propagativos, possibilita encontrar espécies em regides de caracteristicas distintas.

A maioria delas possui grande variabilidade genética pelo processo de manutencao
local das variedades. Entretanto as perdas de materiais genéticos e a erosdo genética estao
associadas ao éxodo rural, ja que sdo mantidas, tradicionalmente, por pequenos agricultores e
cultivadas para consumo familiar (Melo e Vilela, 2007). As migraces das populagdes
também contribuem para a diversificacdo cultural e a procura por alimentos de tradicdo
familiar. Por isso, ttm grande importancia os bancos de germoplasma, para manutengédo e

recuperagdo das espécies.
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2.3 Almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis L.)

O almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis L.) & uma hortalica folhosa, da familia
Asteraceae, nativa da América do Norte. No Brasil também é conhecida como almeir&o-do-
mato ou almeirdo-selvagem. Possui ampla distribuicdo e diversidade, mantida por produtores
e simpatizantes. S0 encontradas em feiras locais, como na regido serrana do Rio de Janeiro
(Kinupp e Lorenzi, 2014), Sul de Minas Gerais e no interior de S&o Paulo.

Existem variedades com folhas verde-claras repicadas, ou lisas e repicadas com
nervuras arroxeadas. As folhas séo lanceoladas e possuem sabor levemente amargo (Brasil,
2010a; Kinupp e Lorenzi, 2014).

Pode ser cultivado o ano todo, em regides de clima ameno, e de marco a outubro em
regides de clima mais quente. Adapta-se a varios tipos de solo com adequado nivel de matéria
organica. O cultivo pode ser via direta por sementes e, também, com a producdo de mudas
(Brasil, 2010a). As recomendacdes de plantio, em geral, sdo baseadas no cultivo de hortalicas
convencionais mais estudadas, da mesma familia, como alface, acelga, almeirdo, entre outras
(Brasil, 2010b).

Apesar da crescente comercializacdo de almeirdo-de-arvore, em algumas regides do
Brasil, ndo existem cultivares disponiveis no mercado. Os materiais genéticos, em geral, sdo
multiplicados e mantidos por produtores locais a partir de plantas espontaneas (Brasil, 2010b;
Kinupp e Lorenzi, 2014).

Estudos preliminares, avaliando a qualidade nutricional de hortalicas néo
convencionais presentes na colecdo de germoplasma da UFLA, destacaram o almeirdo-de-
arvore com teores de proteinas e de minerais, como Ca, Zn, B e Mn superiores as demais

hortalicas avaliadas (Silva et al., 2018).

2.4 Taxonomia e origem de Lactuca canadensis L.

A familia Asteraceae possui mais de 23.000 espécies, compreendidas em
aproximadamente 1.600 géneros. No Brasil, estima-se que ocorram mais de 3.000 espécies
dessa familia compreendidas em 180 géneros. Até o ano de 2015 haviam sido catalogadas
2.013 espécies, das quais 1.317 sdo endémicas (Do Brasil, 2020).

Lactuca L. é o género mais amplamente distribuido na tribo Cichorieae. Ha registros
de mais de 154 espécies de acordo com o List (2013). Dependendo da circunscri¢do adotada,

esse numero é reduzido para 50-70 espécies (Kilian, Gemeinholzer e Lack, 2009). Possuem
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como centro de origem a Africa, Asia, Europa e América do Norte (Kilian, Gemeinholzer e
Lack, 2009) e como centro de diversidade, a Asia (51 espécies), seguida da Africa (43) e
Europa (17) (Lebeda et al., 2004). No entanto, em outros paises, as espécies foram
introduzidas, por sua importancia econémica ou, naturalmente, como plantas daninhas.

Até o momento, apenas seis espécies introduzidas de Lactuca foram registradas na
América do Sul: Lactuca sativa, Lactuca saligna L., Lactuca serriola L. e Lactuca virosa L.
(Cabrera, 1971; 1974; Ariza Espinar e Urtubey, 1998; Hurrell e Deluchi, 2013) e mais recente
Lactuca canadensis L. e Lactuca indica L. (Monge et al., 2016).

No Brasil, sdo encontradas apenas trés espécies ndo endémicas, L. canadensis, L.
indica e L. serriola (Monge et al.,, 2016; Do Brasil, 2020). Numerosas classificagdes
contraditérias do género foram propostas, mas nenhuma delas foi baseada em um tratamento
mundial. A primeira andlise filogenética de Lactuca L. e géneros relacionados foi realizada
usando um marcador molecular (ITS-1). O género mostrou-se monofilético e os autores
identificaram trés pools genéticos em Lactuca, denominados pool genético primario de
Lactuca sativa e Lactuca saligna, pool genético secundario de Lactuca serriola e Lactuca
tatarica e pool genético terciario Lactuca viminea. Mais recentemente, uma analise
filogenética molecular densamente amostrada ajudou a esclarecer as relag@es entre as espécies
asiaticas de Lactuca (Wang, Peng e Kilian, 2013).

O almeirdo-de-arvore é uma espécie da familia Asteraceae, ainda pouco estudado no
Brasil e apresenta divergéncias em sua denominacdo cientifica, sendo identificado como:
Cichorium intybus L. (Brasil, 2010b; Pedrosa et al., 2012), Lactuca canadensis L. (Kinupp e
Lorenzi, 2014; Monge et al.,, 2016; Santos, Silva e Fonseca, 2016) e Lactuca indica L.
(Monge et al., 2016; Ranieri, 2018).

Existem relatos de ocorréncia de Lactuca canadensis L. e Lactuca indica L.nas regides
Sul e Sudeste do Brasil, em especial nos estados de Parana e Sdo Paulo, as quais foram
coletadas e identificadas por Monge et al. (2016).

Algumas variagOes relacionadas a espécie sdo: Lactuca canadensis var. integrifolia
Bigelow) Torr. & A. Gray, Lactuca canadensis var. latifolia Kuntze, Lactuca canadensis var.
longifolia (Michx.) Farw., Lactuca canadensis var. obovata Wiegand, Lactuca canadensis
var. typica Wiegand, Lactuca sagittifolia Elliott, Lactuca steelei Britton (Do Brasil, 2020).

Existem relatos de ocorréncia de Lactuca canadensis L. nas regides Sul e Sudeste do
Brasil, em especial, nos estados de Parana e Sdo Paulo (Monge et al., 2016).

Algumas variacOes relacionadas a espécie sdo: Lactuca canadensis var. integrifolia

Bigelow) Torr. & A. Gray, Lactuca canadensis var. latifolia Kuntze, Lactuca canadensis var.
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longifolia (Michx.) Farw., Lactuca canadensis var. obovata Wiegand, Lactuca canadensis
var. typica Wiegand, Lactuca sagittifolia Elliott, Lactuca steelei Britton (Do Brasil, 2020).

O almeirdo-de-arvore exibe ampla variabilidade morfologica, especialmente
relacionada a folha. De maneira geral, as folhas sdo lanceoladas e possuem variacdes na
coloragéo, tipo de margem e nervuras, que podem ser verde-claras repicadas, ou lisas e
repicadas com nervuras arroxeadas. As vezes, a cor roxa predomina na maior parte da folha
nos almeirbes-de-arvore de nervura arroxeada (Kinupp e Lorenzi, 2014).

A familia Asteraceae tem taxonomia extremamente complexa pela plasticidade
fenotipica como caracteristica dessas espécies. O conhecimento da quantidade de DNA
nuclear e do nimero de cromossomos de cada espécie é fundamental e é considerado o passo
inicial de um programa de melhoramento, principalmente, para espécies que apresentam
grande variabilidade genética e cujos mecanismos evolutivos sdo pouco estudados (Silva et
al., 2017).

Além disso, os parentes selvagens de culturas agricolas constituem uma ampla base
genética que pode contribuir para 0 melhoramento genético dessas espécies (Lebeda et al.,
2007).

2.5 A citogenética e a citometria de fluxo como ferramentas para auxiliar a taxonomia

vegetal e caracterizagdo da biodiversidade

Os estudos citogenégicos vém sendo aplicados na taxonomia vegetal desde o inicio do
século XX, para entender as relagBes de parentesco e dos mecanismos de evolucdo das
espécies (Guerra, 1990), em trabalhos que envolvem caracterizacdo taxonémica e estudos de
evolucdo e filogenia (Stuessy, Crawford e Marticorena, 1990).

A citotaxonomia classica caracteriza-se pelo estudo do numero e tamanho dos
cromossomos metafasicos mitdticos e o seu comportamento na meiose (Stebbins, 1971). O
carater citogenético mais amplamente utilizado na citotaxonomia é o nimero cromossémico,
seguindo-se o detalhamento cariotipico mediante o uso de técnicas simples até outras mais
refinadas, como diversos tipos de bandeamento cromossdmico e, mais recentemente,
associadas com técnicas moleculares (Sumner e Sumner, 2002).

A montagem do cariétipo permite a deteccdo de variagbes como numero
cromossdmico, tamanho e morfologia cromossémica, e simetria cariotipica (Chester et al.,
2010). O caridtipo é, portanto, o maior grau de organizacdo do genoma nuclear, em nivel

estrutural e funcional, constante e de carater especifico. A constancia cariotipica €
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considerada um pré-requisito para a correta segregacdo cromossémica de uma espécie. As
variag0es, entretanto podem conferir mudancas evolutivas (Weiss-Schneeweiss e
Schneeweiss, 2013).

A variacdo do numero cromossémico € um dos parametros de observacdo amplamente
utilizado em vegetais. Assim como sua morfologia, presenca de constricbes secundérias e
padrdes de distribuicdo da heterocromatina auxiliam na identificagdo e distingdo de plantas
morfologicamente similares (Guerra, 2000). Essa variacao, quando detectada, é consequéncia
de dois processos de evolucdo cariotipica: alteracdes estruturais que modificam a morfologia
e/ou ocasionam pequenas variagdes numéricas (1-2 pares) e a poliploidia, que duplica ou
multiplica todo o conjunto cromossdmico (Stebbins, 1971).

Algumas espécies possuem problemas taxonémicos como o cariotipo estavel e
necessitam de outras técnicas para revelarem a sua variacdo. O uso de técnicas citogenéticas
mais refinadas fornecem mais respostas ao estudo cromossémico dos vegetais (Guerra, 1990).
Entre essas técnicas estdo o bandeamento-C e coloracdo com fluorocromos CMA; e DAPI
para identificacdo de regides heterocromaticas (Summer, 1990) e a FISH (fluorescente in situ
hybridization) que possibilita a observacdo de regides especificas, partir de sondas que
hibridizam sequéncias de DNA complementares ao longo dos cromossomos (Guerra, 2004).

A hibridacéo in situ também pode utilizar o genoma inteiro de uma espécie, como
sonda marcada, denominada como GISH (genomic in situ hibridization). Essa técnica é
especialmente Gtil na identificacdo de ancestrais de espécies originadas por hibridacdo e
poliploidia (Sumner, 2003).

A citometria de fluxo, usando DNA microssatélites ou sondas especificas de genes é
outra abordagem para aumentar nosso conhecimento sobre estrutura, fungéo e evolugédo dos
cromossomos. Também tem aplicacdes importantes na biologia das plantas, especialmente no
estudo da evolucdo do genoma e no melhoramento genético, com a estimativa do tamanho do
genoma e do nivel de ploidia (Dolezel, 1997).

A analise do conteudo de DNA nuclear foi a primeira utilizagdo da citometria de fluxo,
em plantas por Heller (1973) e continua sendo a principal, além da determinacgdo do nivel de
ploidia. Outras técnicas ja haviam sido aplicadas, para estimar o conteldo de DNA em
plantas, como a densitometria de Feulgen e a reassociacgdo cinética. A citometria de fluxo, por
ser mais conveniente, rapida e confiavel em relacdo as demais, tornou-se, portanto a analise
mais utilizada para essa finalidade (Dolezel, Greilhuber ¢ Suda, 2007).

A citometria de fluxo geralmente monitora a absorvancia e a dispersdao da luz,

fluorescéncia e sondas, dependendo da natureza e da preparacdo da amostra. A técnica baseia-
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se na intensidade de fluorescéncia relativa de nacleos ou células em suspensao, corados com
um fluorocromo especifico. Os dados obtidos sdo apresentados na forma de histogramas e
densidade relativa, representando o conteudo relativo de DNA, a partir da comparagdo a um
padrdo de referéncia, cujo genoma seja tamanho conhecido (Dolezel e Bartos, 2005).

Outros parametros da célula podem ser medidos, usando a citometria de fluxo, como
tamanho e forma da célula, granularidade do citoplasma, pH interno, receptores de superficie,
viabilidade e outros (Rieseberg et al., 2001).

2.6 Aspectos citogenéticos de espécies do género Lactuca L.

O género Lactuca possui espécies com n =5, 8, 9 e 17 cromossomos. As espécies que
ocorrem na Ameérica do Norte pertencem a trés grupos distintos: dois nativos e um néo nativo.
Os dois grupos nativos diferem em relacdo ao numero cromossémico. O grupo maior (L.
canadensis) inclui alotetraploides com 2n = 4x = 34 cromossomos e espécies diploides com
2n = 2x = 18 cromossomos e 2n = 2x = 16 cromossomos (Jones et al., 2018).

S&o conhecidas sete espécies de alotetraploide de ocorréncia na América do Norte:
Lactuca biennis, Lactuca canadensis, Lactuca floridana, Lactuca hirsuta, Lactuca
ludoviciana e Lactuca brachyrrhyncha e uma espécie perene endémica de Acores, Portugal
(Lactuca watsoniana Trel).

O segundo grupo nativo da América do Norte é representado por Lactuca tatarica
supsp. Pulchella, com 2n = 18 cromossomos.

O terceiro grupo é representado por alfaces selvagens (ndo nativo) Lactuca saligna L.,
Lactuca serriola L. e Lactuca virosa L. (Kilian et al., 2017), espécies introduzidas na
Ameérica no Norte com distribuicdo nativa na Europa-Mediterranea (Lebeda et al., 2019), que
participaram do melhoramento genético da alface (Lactuca sativa L.).

Entre as alfaces selvagens, na América do Norte (Lebeda et al., 2012) sdo conhecidas
L. indica L., L. saligna L., L. serriola L., L. virosa L., com 0 mesmo ndmero cromossdémico
da alface (L. sativa L.), 2n = 18 e L. biennis (Moench) Fernald, L. canadensis L. e L.
floridana (L.) Gaertn. com 2n = 34.

Para L. canadensis L., de origem Norte Americana, alguns autores relataram a
ocorréncia do nimero cromossémico n = 17 e conteddo de DNA nuclear (2C) com variagoes
de 17,55 a 18,41 pg (Babcock, Jr e Jenkins, 1937; Nessler, 1976; Lebeda e Astley, 1999;
Dolezalova et al., 2002).

E provavel que o grupo alotetraploide, com similaridades de Lactuca canadensis,
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tenha se originado por hibridacdo de Lactuca plumieri (ou seu ancestral) e algumas espécies
agora extintas (x = 9), possivelmente, uma espécie ancestral do grupo Lactuca tatarica e
Lactuca quercina L. (x = 9) ou mesmo Lactuca indica L. (também x = 9). Tal hibridacéo é
ainda suportada por similaridades morfoldgicas de membros do agrupamento de L.
canadensis com as espécies do grupo de L. plumieri (Jones et al., 2018). O nimero 2n = 34
cromossomos descrito para as espéecies desse grupo pode ser explicado por meio da reducgéo

disploide de 2n = 18 e subsequente autopoliploidizacdo (Kilian, Gemeinholzer e Lack, 2009).

2.7 Caracterizacdo de espécies por anatomia foliar

A identificacdo de espécies, géneros e familias foi por muito tempo e ainda é realizada
por analise de caracteres morfoldgicos (Li et al., 2016). A plasticidade fenotipica observada,
em vérias espécies, com variagdes foliares em forma e tamanho resultaram em identificacGes
incorretas e denominacgdes de sindbnimos (Pereira et al., 2018). Contudo, € possivel identificar
essas diferencas pelo método de comparacdo anatbmica, que busca a obtencdo de dados que
possam contribuir para o conhecimento da espécie e, consequentemente, para a seguranca em
sua utilizacdo (Carpano, Castro e Spegazzini, 2009; Gomes et al., 2009).

A caracterizagdo anatdmica evita a identificacdo equivocada das espécies e até mesmo
a falsificacdo de matéria-prima para a elaboracdo de fitoterapicos, por meio do controle de
qualidade (Ming, 1994).

Alguns fatores devem ser levados em consideracdo para realizar as analises
anatdbmicas. A anatomia da folha é diretamente afetada pelo ambiente, e o status da agua na
planta € um dos fatores mais importantes para o crescimento foliar. Outros fatores, como a
condicdo de radiacdo ou intensidade de luz, temperatura do ar, velocidade do vento e a
nutricdo mineral, também, podem alterar a anatomia foliar (Bondada e Syvertsen, 2003;
Zambrosi et al., 2017). Além disso, as diferencas de altura e a posi¢do do dossel afetam a
anatomia da folha e podem alterar a sua fisiologia (Yoshimura, 2011; Gebauer et al., 2015).

Folhas do terco superior estdo sujeitas a maior disponibilidade de luz e menor sistema
hidraulico, condutividade e disponibilidade de nutrientes e, portanto, as folhas serdo mais
espessadas, com maior proporcdo de mesofilo e deposicdo de cera epicuticular, entre outras
especificidades (Pires et al., 2015).

A disposicao dos estbmatos nas superficies das folhas é um bom carater taxonémico,
verificado pela sua constancia. Essa caracteristica é pouco influenciada pelo ambiente,

resultante de uma combinacéo dos fatores genéticos e ambientais (Kim, 1987).
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A presenga e o tipo de tricomas também séo importantes para a sistemética da familia
Asteraceae (Robinson, 2009). A ampla distribuicdo das espécies dessa familia, nos mais
distintos habitats, é atribuida a diversidade de estruturas secretoras, como 0s tricomas, a

facilidade de disperséo e a plasticidade fenotipica (Funk et al., 2005).

2.8 Hortaligas ndo convencionais na alimentagéo

O consumo das hortalicas ndo convencionais ainda € incipiente, principalmente, pelo
desconhecimento dos valores nutricionais das espécies e dificuldade de encontrd-las no
mercado. S&o consideradas plantas de alto valor biolégico que podem contribuir para a
seguranca alimentar. Entretanto, hd uma caréncia de estudos dessa natureza.

Além da funcionalidade antioxidante como as hortalicas e frutas, em geral, outras
atividades se destacam nas espécies desse grupo, tais como: compostos bioativos
(fitoquimicos), 6leos essenciais, fibras, vitaminas e minerais (Van Velzen et al., 2008).
Podem ser consumidos, na forma in natura e, também, utilizados, apds o processamento, na
fabricacdo de subprodutos, em substituicdo a ingredientes convencionais.

Os almeirdes-de-arvore sdo consumidos na forma de hortalica fresca, em saladas ou
refogados (Brasil, 2010b), mas pouco se conhece sobre suas propriedades, para uma
recomendacdo de usos na alimentacdo e medicinais. O almeirdo-roxo é conhecido
popularmente por suas propriedades, tais como: laxante fraco, diurético, cicatrizante, para
afeccdes do figado, vesicula e rins.

Entre os poucos estudos sobre a composicao fitoquimica em Lactuca canadensis,
Michalska, Szneler e Kisiel (2013) relataram a presenca de diferentes lactonas
sesquiterpénicas em sua composicdo, que também podem funcionar como bons marcadores
qguimiotedmicos. Esses compostos sdo conhecidos por apresentarem capacidade anti-
inflamatoria, antibacteriana, ajudando a prevenir algumas doencas.

Estudos preliminares, avaliando a qualidade nutricional de hortalicas néo
convencionais da colegdo ativa de germoplasma da UFLA, destacaram o almeirdo-de-arvore
verde com valores consideraveis de proteinas e de minerais como Ca, Zn, B e Mn (Silva et al.,
2018).

Algumas espécies podem apresentar compostos antinutricionais tais como: taninos,
nitratos, oxalatos de célcio, inibidores de proteinas, entre outros (De Jesus Benevides et al.,

2011), o que deve ser considerado para incluséo na alimentacéo.
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2.9 Substéncias bioativas: compostos fitoquimicos e propriedades antioxidantes dos

alimentos

O historico da agricultura € marcado pela descoberta e conhecimento das espécies,
para conferir atributos e finalidades a cada uma delas. Todavia, apenas 10% das espécies
vegetais catalogadas tém sido sistematicamente estudadas, em termos de compostos bioativos,
sobretudo, de suas propriedades medicinais e nutracéuticas. Considerando que existam mais
de 200 mil espécies silvestres (Diamond, Kirkham e Amso, 2002), certamente ainda existem
inimeras com alto valor nutritivo para serem domesticadas e utilizadas na alimentagdo
humana e animal.

Muitos fitonutrientes tém apresentado diversas propriedades benéficas a saude. Os
antioxidantes sdo substancias presentes em alguns alimentos, capazes de inibir 0s processos
oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo, reduzindo a concentracdo de radicais
livres (Brenna e Pagliarini, 2001; Pieniz et al., 2009).

A eficiéncia da acdo antioxidante dos compostos bioativos depende da estrutura
quimica e da sua concentracdo no alimento. Entre os antioxidantes ndo enzimaticos estdo a
vitamina C (&cido ascorbico), vitamina E (tocoferol), provitaminas (carotenoides) e
compostos polifendlicos (flavonoides) (Magalhdes et al., 2006; Pieniz et al., 2009).

Além de atuarem na captura de radicais livres, podem estar envolvidos em outros
mecanismos fisioldégicos que estimulam a atividade das enzimas antioxidantes ou como
sinalizadores celulares que ativam e/ou inibem a expressao de algumas enzimas relacionadas
com o processo cancerigeno (Shahidi, Alasalvar e Liyana-Pathirana, 2007).

Os compostos fenolicos sdo fitoquimicos presentes em diversos alimentos. Na maioria
dos vegetais, constituem os antioxidantes mais abundantes (Kim, Jeong e Lee, 2003; Everette
et al., 2010). Estdo relacionados ao valor nutricional e a qualidade nutricional, conferindo-
Ihes atributos como cor, textura, amargor e adstringéncia (Everette et al., 2010).

Em razéo da alta capacidade antioxidante dos compostos fenolicos, desempenham um
papel importante como doador de hidrogénio ou elétrons e, também, por causa dos seus
radicais estaveis, que atuam nos processos oxidativos no organismo humano, impedindo a
oxidacdo de varias substancias presentes nos alimentos, como acidos graxos e 6leos (Cuvelier,
Richard e Berset, 1992; Maillard et al., 1996; Imeh e Khokhar, 2002).

O estresse oxidativo estd relacionado a diversas patologias crénico-degenerativas,
como o diabetes, o cancer e processos inflamatorios. Pesquisas tém desmonstrado que 0s

compostos fendlicos, alem da acdo antioxidante, possuem capacidade anti-iflamatoria,
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antialergénica, antiplaquetaria (anticarcinogénica e antimutagénica) e atuam na prevencao de
doencas cardiovasculares e neuroldgicas (Harborne e Williams, 2000; Miean e Mohamed,
2001; Hein, 2002; Imeh e Khokhar, 2002; Sanchez-Moreno, 2002; Shahidi, Alasalvar e
Liyana-Pathirana, 2007).

Nos alimentos, os compostos fenolicos atuam na manutengdo da vitamina C e no
combate a formacdo de radicais livres (Miean e Mohamed, 2001). Entretanto, quando em
concentracdo muito elevada ou em composicdo inadequada, esses compostos podem conferir
caracteristicas indesejaveis, como 0 escurecimento enzimatico de frutas e a interacdo com
proteinas, carboidratos e minerais (Imeh e Khokhar, 2002).

Vaérios fatores no sistema de producdo influenciam no teor de compostos fendlicos e
demais fitoquimicos dessas hortalicas, tais como tecnologias de producdo, condicdes
edafoclimaticas, época de cultivo e colheita, caracteres genéticos da variedade da espécie
cultivada e outros (K&hkonen et al., 1999; Kaur e Kapoor, 2001; Koleva et al., 2002; Kim,
Jeong e Lee, 2003; Melo et al., 2006; Da Costa et al., 2008; Arbos et al., 2010), que
contribuem para as discrepancias de valores encontradas nos trabalhos. Arbos et al. (2010)
verificaram diferencas de 19 a 28%, nos teores de compostos fenolicos, em hortalicas
organicas (rdcula, almeirdo e alface), comparadas as do sistema convencional.

A peculiaridade metodoldgica relacionada ao solvente extrator e aos fenolicos usados
como padrdo, para a quantificacdo dos compostos fenolicos, também, pode contribuir para as
diferencas observadas nas pesquisas (Soares et al., 2008). Além disso, alguns marcadores
quimicos sdo especificos a certas partes anatbmicas da planta ou ao sistema de cultivo,
diferindo o seu perfil metabdlico (Nascimento et al., 2020).

Estudos fitoquimicos de Lactuca floridana, a Unica espécie nativa da América do
Norte examinada anteriormente, sustentaram a hipotese de um relacionamento de algumas
espécies de Lactuca da América do Norte e do Velho Mundo. A lactona sesquiterpénica
lactucina e seus quatro derivados conhecidos como constituintes comuns das espécies de
Lactuca, originarias da Europa e da Asia, foram isolados dessa planta (Bohlmann et al.,
1981). O estudo demonstrou um perfil inesperado de lactona sesquiterpénica em Lactuca
canadensis. Portanto, sdo necessérias novas investigacfes fitoquimicas, usando modernas
técnicas moleculares para esclarecer as relagdes taxondmicas das espécies norte-americanas
de Lactuca L. e do Velho Mundo. Do ponto de vista quimiotaxonémico, vale ressaltar que a
guimica da lactona do sesquiterpeno de L. canadensis, uma espécie nativa da América do
Norte, difere acentuadamente de outras espécies de Lactuca investigadas até o momento. De

especial interesse ¢ a falta da guaianolida lactucina e seus derivados, comumente encontrados
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em espécies de Lactuca.

2.10 Estresse oxidativo e antioxidantes

O sistema imunoldgico possui mecanismos de defesa por intermédio dos sistemas
bioquimicos, que utilizam antioxidantes, como defesa e protecdo. A acdo antioxidante
funciona, por meio de uma complexa rede entre vitaminas C e E, carotenoides, enzimas
antioxidantes dependentes de zinco, cobre, selénio, magnésio e outros fitonutrientes que,
juntos, exercem reagOes integradas de renovacdo e regeneragdo contra radicais livres
produzidos pelo estresse oxidativo (Ross, 1991).

O estresse oxidativo ocorre, quando ha um desequilibrio entre a criacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e sua remocdo. As ROS sdo fundamentais para o0 organismo.
Estdo envolvidas em varios processos fisioldgicos de sinalizacdo e regulacdo, como oxidacGes
mediadas pelo citocromo P450, regulacdo do tbnus muscular e eliminacdo de
microorganismos, quando em concentracBes baixas ou moderadas. A producdo constante
desses radicais livres é contrabalanceada com uma producdo equivalente de mecanismos
antioxidantes, que visa neutralizar os efeitos deletérios (Bast, Haenen e Doelman, 1991;
Fridovich, 1999).

O desequilibrio pode estar associado a producdo excessiva de ROS, ou a deficiéncia
nas defesas antioxidantes da célula, levando a uma série de danos aos sistemas bioldgicos do
organismo (Machlin e Bendich, 1987). A formacdo das ROS ocorre, durante processos
oxidativos bioldgicos, a partir de compostos enddgenos. Podem também ser oriundos do
metabolismo de alguns compostos exdgenos, como, por exemplo, a fosforilacdo oxidativa, na
geracdo de energia para o organismo pelo ATP na mitocondria, gerando, assim, diferentes
radicais livres (Bast, Haenen e Doelman, 1991).

Entretanto as ROS podem desencadear uma série de processos cronicos inflamatorios
e degenerativos. Existem evidéncias de que possam estar envolvidas em mais de 50 doencas
como a catarata, enfisema, artrite, hipertenséo, ateroscleose, Parkinson, diabetes, pneumonia,
asma, isquemia, cancer e envelhecimento precoce (Bast, Haenen e Doelman, 1991; Ames,
Shigenaga e Hagen, 1993; Barbosa et al., 2010; Pinho et al., 2010; Silva, Cerchiaro e
Hondrio, 2011).

O sistema enddgeno de defesa antioxidante protege as células dos danos causados
pelos radicais livres no organismo humano. O processo de remocdo envolve enzimas

(superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase), compostos de baixo peso molecular
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(&cido urico e coenzima Q10) e proteinas tiol, como a albumina (Cerqueira, Medeiros e
Augusto, 2007; Liu et al., 2007).

Estima-se que 70% das doencas cronicas possam ser evitadas por niveis adequados de
antioxidantes e quelantes de radicais livres (Fries et al., 1993). Essa condicdo pode ser obtida
com um maior consumo de vegetais, leguminosas, frutos ao evitar o uso do tabaco e a

exposicao excessiva a poluentes ambientais e xenobi6ticos (Lachance, Nakat e Jeong, 2001).



3 CONSIDERACOES GERAIS

Né&o foi verificada variagdo cromossémica numeérica e no contetdo de DNA entre
os quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore. A identificacdo dos tipos morfologicos de
almeirdo-de-arvore ndo converge a classificagdo morfoldgica e os estudos cariolégicos
apresentados.

A partir dos caracteres morfoanatbmicos avaliados, pode-se indicar uma
semelhancga entre os almeirdes-de-arvore verde e roxo repicado que apresentam folhas
com margem lobada e entre o roxo liso de folha estreita e o roxo liso de folha larga de
margem indivisa. Entretanto as outras caracteristicas avaliadas foram semelhantes entre
os morfotipos de almeirdo-de-arvore, que permitem diferencid-las de outras espécies.
Além disso, a densidade estomatica e o tamanho dos estdmatos sdo caracteristicos para
cada formato de folha entre os morfotipos avaliados

Os almeirbes-de-arvore apresentaram grande potencial produtivo, com melhores
resultados em épocas mais frias, de facil conducédo. A fenologia dos quatro morfotipos de
almeirdo-de-arvore é bem semelhante, com algumas diferencas no porte e periodo
reprodutivo, o que permite adotar 0 mesmo manejo e sistema de producéo.

Os almeirbes-de-arvore mostraram-se plantas de elevado contetdo nutricional,
com destaque para o teor de compostos fendlicos e vitamina C, que, em geral, é baixo em
hortalicas folhosas comumente utilizadas, além de outros constituintes, como proteinas,
macro e micronutrientes, em especial, para os teores de Ca, Mg, K e Mn. De maneira
geral, os almeirdes-de-arvore apresentaram melhor qualidade nutricional, nas duas
primeiras colheitas, sobretudo na segunda colheita, que resultou em maiores valores para
0 teor de vitamina C.

Logo, para se definir com seguranga sobre a taxonomia dos morfotipos, serdo
necessarios estudos mais avancados, como técnicas de bandeamento cromossdémico
associadas a citogenética convencional. Marcadores moleculares e citotaxondmicos
também poderéo ser empregados, para auxiliar na identificacdo da espécie, além de serem
uteis na diferenciacdo de espécies comumente confundidas pela similaridade morfoldgica.
S0 necessarios mais estudos, para determinar os melhores sistemas de conducdo e
manejo, nos diferentes ambientes de cultivo, para explorar o maximo da cultura,
especialmente, em estudos voltados para a biodisponibilidade e determinacdo de outras

propriedades.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1

CARIOTIPO E CONTEQDO DE DNA NUCLEAR DE QUATRO MORFOTIPOS
DE ALMEIRAO-DE-ARVORE (Lactuca aff. canadensis L.)

RESUMO

O almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis L.) é uma hortalica folhosa nédo
convencional da familia Asteraceae, de ocorréncia subespontanea nas regides Sul e Sudeste
do Brasil. Ndo existem cultivares disponiveis comercialmente. Os gendtipos, em geral, sdo
multiplicados e mantidos por produtores locais a partir de plantas que surgem
espontaneamente nas formas: verde, roxo liso de folha estreita, roxo repicado e roxo liso de
folha larga. Além disso, outro fator que dificulta a sua difusdo é a classificacdo botanica de
forma controvérsia. Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho construir o cariotipo e
determinar a quantidade de DNA nuclear com o intuito de auxiliar na discriminacdo dos
quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis). Todos o0s gendtipos
avaliados apresentaram 2n = 18 cromossomos, com predominancia de Ccromossomos
submetacéntricos. Os cari6tipos dos quatro morfotipos, portanto foram classificados como
3A, 0 que define cromossomos relativamente simétricos. Ndo foram observadas variacdes
significativas, para o conteudo de DNA dos quatro morfotipos, em média, 5,88 pg. A
identificacdo morfol6gica dos morfotipos de almeirdo-de-arvore ndo foi confirmada com os
estudos cariologicos apresentados. Uma andlise mais aprofundada do complemento

cromossémico da espécie pode contribuir para se entender melhor a sua histéria evolutiva.

Palavras—chave: Numero Cromossémico. Citometria de Fluxo. Taxonomia. Andlise

Citogenética.
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ABSTRACT

The almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis L.) is an unconventional leafy
vegetable of the Asteraceae family, occurring sub-spontaneously in the South and Southeast
regions of Brazil. There are no commercially available cultivars. The genotypes, in general,
are multiplied and maintained by local producers from plants that appear spontaneously in the
forms: green, smooth purple with narrow leaf, lobed purple and smooth purple with broad
leaf. In addition, another factor that hinders its diffusion is the controversial botanical
classification. In view of the above, the objective of this work was to construct the karyotype
and determine the amount of nuclear DNA in order to assist in the discrimination of the four
morphotypes of almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis). All genotypes evaluated
showed 2n = 18 chromosomes, with a predominance of submacentric chromosomes. The
karyotypes of the four morphotypes, therefore, were classified as 3A, which defines relatively
symmetrical chromosomes. No significant variations were observed for the DNA content of
the four morphotypes, on average 5.88 pg. The morphological identification of the almeiréo-
de-arvore morphotypes was not confirmed with the presented karyological studies. A more in-
depth analysis of the species chromosomal complement may contribute to better understand

its evolutionary history.

Keywords: Chromosome Number. Flow Cytometry. Taxonomy. Cytogenetic Analysis.
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1 INTRODUCAO

A hortalica folhosa ndo convencional, popularmente conhecida no Brasil como
almeirdo-de-arvore, almeirdo-roxo, radite-cote, orelha-de-coelho e alface-de-arvore (Kinupp e
Lorenzi, 2014), pertence a familia Asteraceae, e tem sido identificada como Cichorium
intybus L. (Brasil, 2010b; Pedrosa et al., 2012), Lactuca canadensis L. (Kinupp e Lorenzi,
2014; Santos, Silva e Fonseca, 2016) e Lactuca indica L.(Monge et al., 2016; Ranieri, 2018).
As espécies L. canadensis e L. indica foram coletadas e identificadas por Monge et al. (2016)
nas regides Sul e Sudeste do pais (Kinupp e Lorenzi, 2014).

A procedéncia da espécie que ocorre no Brasil é desconhecida. A literatura relata a
distribuicdo de L. canadensis, de origem Norte americana, em regifes temperadas e tropicais
da Europa, América, Africa e Asia, ocupando diferentes habitats (Lebeda et al., 2001;
Dolezalova et al., 2002).

O almeirdo-de-arvore tem sido cultivado, em hortas domésticas, em quase todo o pais
e comercializado, em feiras e supermercados, nas regides serranas do Rio de Janeiro e Sul de
Minas Gerais (Brasil, 2010a; Kinupp e Lorenzi, 2014). Os genotipos, em geral, séo
multiplicados e mantidos por produtores locais, a partir de plantas que ocorrem
espontaneamente (Kinupp e Lorenzi, 2014), sem uma identificagdo taxondmica segura.

Foi observada na espécie, uma ampla variabilidade morfologica, especialmente
relacionada as folhas. De maneira geral, as folhas sdo lanceoladas e apresentam variacdes na
cor, tipo de margem e nervuras. Elas podem ser verde-claras repicadas, ou lisas e repicadas
com nervuras arroxeadas. A cor roxa pode predominar na maior parte da folha nos almeirdes
de nervura arroxeada (Kinupp e Lorenzi, 2014).

Essa ampla variabilidade morfolégica deixa davidas no tocante as questdes
taxonémicas: sdo diferentes morfotipos ou espécies diferentes. Neste artigo sera referenciada
como Lactuca aff. canadensis L (aff = a fim de).

Considerando a origem das espécies selvagens de Lactuca, Ferakova (1977), dividiu
em tres grupos, com base no niumero basico de cromossomos. Essa divisdo permnece sendo
utizadas por autores em trabalhos mais recentes (Lebeda et al., 2001; Dolezalova et al., 2002;
Lebeda et al., 2009; Bennett e Leitch, 2011; El-Esawi e Sammour, 2014). O primeiro grupo,
relativamente pequeno, contém espécies com n = 8 e € considerado mais primitivo e inclui
espécies perenes da Europa e do Himalaia. O segundo grupo compreende a maioria das
espécies europeias e mediterraneas, bem como espécies da Oriente Médio, Africa e india com

n = 9. O terceiro grupo inclui espécies norte-americanas distribuidas do Canada a Florida, séo
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caracterizadas por n = 17 e isoladas geogréfica e geneticamente.

A familia Asteraceae tem taxonomia extremamente complexa pela plasticidade
fenotipica como caracteristica dessas espécies. Desta forma, estudos citogenéticos podem ser
utilizados no entendimento das relacdes filogenéticas. As andlises cariotipicas sdo Uteis para
comparar espécies ou examinar a variacdo entre individuos da mesma espécie (Stebbins,
1971). O conhecimento da quantidade de DNA nuclear e do nimero de cromossomos de cada
espéecie é fundamental e é considerado o passo inicial de um programa de melhoramento
(Guerra, 2008), sobretudo para espécies que apresentam grande variabilidade genética e cujos
mecanismos evolutivos sdo pouco estudados (Silva et al., 2017).

Anadlises cariotipicas e a determinacdo da quantidade de DNA tém sido usadas para
elucidar as relacdes filogenéticas no género Lactuca (Tomb et al., 1978; Haque e Godward,
1988; Koopman, 2000; Dolezalova et al., 2002; DolezZel e Bartos, 2005; Lebeda et al., 2009;
El-Esawi e Sammour, 2014).

Estudos citogenéticos relataram C. intybus com 2n = 18 cromossomos (Rick, 1953;
Kiers et al., 2000; Hauser, Jgrgensen e Toneatto, 2012), L. canadensis com 2n = 34
cromossomos e contetido de DNA nuclear de 17,96 pg (Tomb et al., 1978; Dolezalova et al.,
2002) e L. indica com 2n = 18 cromossomos (Chung et al., 2016) O comprimento total do lote
haploide de cromossomos encontrado em L. indica 60,03 um, o comprimento total dos bragos
longos dos grupos cromossdmicos de 40,33 um e o volume de DNA nuclear de 113,05 um3
(Wang et al., 2005). Seguindo listas de descritores publicadas, para espécies selvagens de
Lactuca, Dolezalova et al. (2003) e (Dolezalova et al., 2002) encontraram em L. serriola o
contetldo de DNA com variacao de 5,77 a 5,86 pg.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho construir o cari6tipo e determinar a
guantidade de DNA nuclear com o intuito de auxiliar na discriminacédo dos quatro morfotipos

de almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis).
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material botanico
O material genético utilizado foi adquirido junto a colecdo ativa de germoplasma de
hortalicas ndo convencionais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no municipio de

Lavras-MG, localizado na latitude 21°13'18"S, longitude 44°58'07"W e 915 m de altitude.
Quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore (Figura 1.1) foram identificados a partir da sua
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morfologia como Lactuca canadensis (Tabela 1.1).

Figura 1.1 — Plantas de almeirdo-de-arvore verde (A), almeirdo-de-arvore roxo liso de folha
estreita (B), almeirdo-de-arvore roxo repicado (C) e almeirdo-de-arvore roxo liso de folha
larga (D).

Tabela 1.1 — Identificacdo das plantas dos quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore (Lactuca
canadensis), depositadas nos herbarios da Universidade Federal de Lavras (ESAL/UFLA) e
da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (PAMG/EPAMIG).
Morfotipos ESAL PAMG Identificador
Verde 30340; 32303 58657
Roxo liso f. estreita  30339; 32302 58658
Roxo repicado 30338; 32301 58659
Roxo liso f. larga ~ 30403; 32304 58656
*Profa. Dra. Nadia Roque - Universidade Federal da Bahia (UFBA); Curadora do Herbéario Alexandre
Leal Costa - ALCB (Herbério do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia — IBIO, da
UFBA, Ondina, Bahia).
**Profa. Dra. Maria Braga Brito Alves — UFBA.
Fonte: Do autor (2021).

*ROQUE, N.; **ALVES, M.B.B.

Exemplares foram coletados, para a montagem de exsicatas, depositadas no Herbario
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ESAL (Herbario do Departamento de Biologia — DBI da Universidade Federal de Lavras -
UFLA, Lavras, Minas Gerais, Brasil) e no Herbario PAMG (Herbéario da Empresa
Agropecuéria de Minas Gerais — EPAMIG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), conforme
declaracdo (Anexo A).

As sementes das espécies foram obtidas de plantas cultivadas apos selecdo massal.

2.2 Analise citogenética

Para a andlise do numero cromossémico foram utilizados meristemas radiculares
obtidos de sementes recém-germinadas em estufa incubadora BOD (Biochemical Oxygen
Demand) a 25° C. As raizes foram coletadas as 10 h e, posteriormente, submetidas ao
bloqueio mitético com 8-hidroxiquinoleina (8HQ) a 0,002M por 5 h, a uma temperatura de
15° C. Apo6s esse procedimento, realizou-se a sua fixacdo em Carnoy 3:1 (etanol
absoluto/acido acético glacial v/v) (Guerra e Souza, 2002).

Para a montagem das laminas, as raizes foram lavadas em &gua deionizada e
submetidas a hidrolise acida em HCI 5N, em temperatura ambiente por 20 minutos. As
laminas foram preparadas de acordo com a técnica de esmagamento em acido acético 60% e
coradas com Giemsa 10% (Schwarzacher, Ambros e Schweizer, 1980), por 5 minutos.

As imagens foram capturadas pela microcAmera Axiocam ICc 1, acoplada ao
microscopio de campo claro Axio Lab Al (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Goéttingen,
Alemanha) e processadas no Adobe Photoshop CS6.

As contagens cromossémicas foram realizadas em 20 células meristematicas por tipo
morfolégico de almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis), e o cariétipo foi construido com
auxilio do software Karyotype Analysis, v. 2.0 (Altinordu et al., 2016), a partir das medicdes
de cinco metafases mitoticas. A classificacdo dos cromossomos, para a construcdo da formula
cariotipica foi baseada nas categorias estabelecidas por Guerra (1986). O grau de assimetria
do cariotipo foi determinado de acordo com a classificagdo de Stebbins (1971). A assimetria
centromérica foi calculada, de acordo com Peruzzi e Eroglu (2013) e os indices de assimetria
intra-cromossdmica (Al) e inter-cromossdmica (A2) por Zarco (1986). O comprimento total
do grupo haploide cromossémico foi calculado de acordo com Peruzzi, Leitch e Caparelli
(2009).

A classificacdo dos nucleos interfasicos meristematicos foi realizada com a analise de
100 ndcleos por tipo morfolégico de almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis),

observados em campos aleatdrios de dez Iaminas, de acordo com a nomenclatura proposta por
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Guerra (1985). Para a obtencdo do volume nuclear interfasico (VNI), foram tomadas duas
medidas de didmetro nuclear para o célculo médio do didmetro e do raio final dos ndcleos,
utilizado na Eq. 1, conforme Das e Mallick (1993).

Eqg.1 — Célculo do volume nuclear interfasico (VNI) a partir do raio do nicleo, expresso em

micrometros (um?®):

VNI = 4/3711’3

2.3 Quantificacdo do conteudo de DNA nuclear

Para a determinacdo do conteudo de DNA nuclear, foram analisadas trés amostras de
cada tipo morfolégico de almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis), com
aproximadamente 20 mg de tecido foliar jovem e a mesma quantidade de tecido foliar jovem
de Pisum sativum L., espécie usada como padrdo interno de referéncia (2C = 9,09 pg).

As amostras foram fragmentadas em placa de Petri com 1 mL de tampdo Marie e
Brown (1993) para a obtencdo da suspensdo nuclear. A solugéo de ndcleos interfasicos, obtida
apos filtragem, foram adicionados 25 pL de iodeto de propideo (I mg mL-1) e 2,5 uL de
RNAse (50 pg mL-1) (Dolezel, 1998), para posterior leitura em citdmetro de fluxo
FacsCalibur (Becton Dickinson), com o programa Cell Quest (Becton, Dickinson and
Company, San Jose, CA, USA) e analisados pelo software WinMDI, v. 2.8. O tamanho do
genoma foi estimado pela Eq. 2, de acordo com Dolezel ¢ Bartos (2005).

Os dados foram submetidos a analise de varidncia, considerando o delineamento

inteiramente casualizado (DIC), pelo software R Core Team (2018).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore apresentaram nucleo interfasico do tipo
reticulado (Figura 1.2), com reticulo cromatinico intensamente corado e cromatina polarizada
com dificil visualizacdo, de acordo com a classificacdo proposta por Guerra (1985).

Os numeros cromossémicos, para 0s quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore, foram

2n = 18 cromossomos (Figura 1.2).
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Figura 1.2 — Nucleos interfasicos de células em metafase do tipo reticulado de quatro.
morfotipos de almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis): A) almeirdo-de-arvore verde; B)
almeirdo-de-arvore roxo liso folha estreita; C) almeirdo-de-arvore roxo repicado; D) almeirao-
de-arvore roxo liso folha larga; Metéfases mitoticas com 2n = 18 cromossomos (E, F, G, H).
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Barra: 10 pum.
Fonte: Do autor (2021).

Os ndcleos interfasicos de almeirdo-de-arvore foram caracterizados pela primeira vez.
Essa informacdo € pouco explorada, para as demais espécies selvagens de Asteraceae, pois
grande parte dos estudos citoldgicos dessa familia se limita ao nimero cromossémico e
observagdes na meiose (Jones et al., 2018; Lebeda et al., 2019).

A estrutura e organizacdo da cromatina, durante a intérfase, geralmente, é constante
dentro de uma mesma espécie, como foi observado entre os morfotipos avaliados, entretanto,
pode variar dentro do género ou outra categoria taxonémica superior (Guerra, 1985).

Na tentativa de posicionar taxonomicamente os quatro morfotipos de almeirdo-de-
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arvore, considerados a priori pertencentes a espécie L. canadensis, realizou-se uma descri¢do
cariotipica detalhada. Porém o cariograma dos quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore
(Figura 1.3) permitiu identificar poucas diferencas morfométricas, apesar das variacdes

morfologicas observadas. (Tabela 1.3).

Figura 1.3 - Cariograma de quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore: A) Almeirdo-de-arvore
verde; B) Almeirdo roxo liso folha estreita; C) Almeirdo-de-arvore roxo repicado; D)
Almeirdo roxo liso folha larga.
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Barra: 10 pm.
Fonte: Do autor (2021).

Os morfotipos apesentaram a maioria dos cromossomos metacéntricos (Tabela 1.2).
Neste estudo, observou-se variacdo na formula cariotipica entre os almeirdes-de-arvore, em
que o almeirdo-de-arvore roxo repicado apresentou a formula cariotipica 12m+2sm+4ac e 0s

demais morfotipos apresentaram 10m+6m-+2ac.
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Tabela 1.2 — Medidas e relacdes de bracos dos pares cromossdmicos, classificacdo da posi¢édo
centromérica, indices de assimetria centromérica (AC), assimetria intra e intercromossémica
(Al e A2) e férmula cariotipica de quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore.

Almeirdo-de-arvore verde

Classificacao

Par BL (um) BC (um) BL+BC (um) BL/BC centromérica
1 4,80 1,71 6,51 2,80 sm
2 4,43 1,51 5,94 2,93 sm
3 3,97 1,81 5,78 2,19 m
4 3,99 1,59 5,58 2,51 sm
5 3,44 1,75 5,20 1,96 m
6 3,99 1,02 5,01 3,92 ac
7 2,91 2,00 4,92 1,45 m
8 3,17 1,34 4,51 2,36 m
9 2,67 1,80 4,47 1,48 m

Al =054 A2=0,13 AC = 38,57
Férmula cariotipica 10m+6sm+2ac
Almeirdo-de-arvore roxo liso folha estreita
1 3,86 1,46 5,32 2,65 sm
2 3,53 1,41 4,94 2,51 sm
3 3,16 1,34 4,51 2,36 m
4 3,24 1,15 4,39 2,81 m
5 2,70 1,64 4,34 1,65 m
6 3,24 1,05 4,29 3,08 ac
7 2,18 1,66 3,84 1,32 m
8 2,53 0,99 3,52 2,56 sm
9 2,55 0,96 3,51 2,66 m
Al=0,55 A2=0,14 AC = 39,37
Foérmula cariotipica 10m+6sm+2ac
Almeirdo-de-arvore roxo repicado
1 3,87 1,58 5,46 2,45 m
2 3,63 1,79 5,42 2,03 m
3 3,65 1,51 5,16 2,42 m
4 3,70 1,36 5,07 2,71 sm
5 3,36 1,54 4,90 2,18 m
6 3,19 1,37 4,56 2,34 m
7 3,63 0,86 4,49 4,24 ac
8 2,55 1,73 4,28 1,47 m
9 3,24 0,90 4,14 3,59 ac
Al=0,58 A2=0,10 AC =42,03
Férmula cariotipica 12m+2sm+4ac
Almeirdo-de-arvore roxo liso folha larga
1 3,76 1,29 5,05 2,91 sm
2 3,59 1,34 4,93 2,67 sm
3 3,59 1,34 4,93 2,68 sm
4 3,04 1,65 4,69 1,84 m
5 3,13 1,49 4,61 2,10 m
6 3,03 1,30 4,33 2,32 m
7 2,70 1,59 4,29 1,69 m
8 2,31 1,49 3,81 1,55 m
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9 2,45 0,67 3,11 3,67 ac
Al =0,55 A2=0,14 AC = 38,83
Férmula cariotipica 10m+6sm+2ac

m = metacéntrico, sm = submetacéntrico, ac = acrocéntrico.
Fonte: Do autor (2021).

As relacbes e a diversidade genética dentro e entre as espécies de Lactuca foram
avaliadas por vérios autores, usando caracteristicas cariologicas (Haque e Godward, 1985;
Koopman e De Jong, 1996; Dolezalova et al., 2002; Matoba et al., 2007; Lebeda et al., 2009;
Yang, Choi e Pak, 2009; EI-Esawi e Sammour, 2014), os quais constataram que, além de uma
constancia do nimero de cromossomos, as espécies do género exibiam uniformidade em
morfologia cromossdmica; a maioria dos cromossomos era metacéntrico ou submetacénctrico.

Uma vez que todos os morfotipos estudados tém 2n = 18 cromossomos, diferencas em
seus cariotipos podem ser atribuidas a alteragdes estruturais, como rearranjos cromossdmicos,
inversdo pericéntrica e translocacdo desigual (EI-Esawi e Sammour, 2014).

El-Esawi e Sammour (2014) avaliaram o cariotipo de 40 acessos pertencentes a dez
espécies, tratados em trés secOes. Eles observaram que, assim como a maioria das espécies de
Lactuca, todos os acessos estudados foram diploides com 2n = 18, estando inclusa a espécie
L. indica. Ja a espécie L. canadensis foi classificada como um alotetraploide com 2n = 4x =
34 cromossomos (Wiegand, 1920; Thompson, T.W e W.F., 1941; Jones et al., 2018; Lebeda
etal., 2019).

Os cariotipos dos quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore foram classificados como
3A (cromossomos maiores/ menores <2:1 e propor¢ao de bragos <2:1 entre 10 e 50%), o que
define cromossomos relativamente simétricos, de acordo com Stebbins (1971). Um cari6tipo
simétrico é caracterizado pela predominancia de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, com aproximadamente o mesmo tamanho (Paszko, 2006).

O comprimento total de bragos apresentou variacdo entre os quatro morfotipos de
almeirdo-de-arvore, em média, 29,70 £ 2,97um de bragos longos e 12,75 + 1,26um de bracos
curtos. Em relagdo ao tamanho dos cromossomos, o comprimento total dos bragos diminuiu
de forma gradual, atingindo 31,3% a 38,9% de reducdo no tamanho entre 0os maiores e
menores pares cromossomicos.

As assimetrias intra e intercromossdémica (Al e A2) tiveram pouca variacdo. As
diferencas da posicdo do centrdmero, representadas pela assimetria centromérica (AC) e pelo
tamanho dos cromossomos (BL+BC) refletiram nos valores de Al e A2, em que 0S

morfotipos apresentaram niveis semelhantes de assimetria cromossémica, Al de 0,54 a 0,58 e
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A2 de 0,10 a 0,14, conforme Tabela 1.2.

A assimetria inter-cromossomica (A;), representada pela variagdo no tamanho dos
Cromossomos, permite uma compreensdo sobre a evolugédo cariotipica da espécie e pode ser
utilizada para inferir sobre aspectos taxonémicos (Paszko, 2006). Espécies de maior indice de
assimetria cariotipica podem indicar plantas mais primitivas, enquanto as mais recentes
evolutivamente caracterizam-se por possuir indice com resultado menor (Stebbins, 1971).

O indice de assimetria (A2), em espécies selvagens do género Lactuca com 2n=18
cromossomos, como Lactuca saligna, L. serriola, variam entre 0,21 e 0,22, valores
semelhantes aos da alface cultivada (Lactuca sativa) com 0,20 a 0,23, dependendo da cultivar.
Jé& para Lactuca virosa, o indice de assimetria € menor, entre 0,11 e 0,19 (Koopman e De
Jong, 1996; Matoba et al., 2007).

Os almeirbes-de-arvore roxo repicado e roxo liso folha larga apresentaram constricao
secundaria (CS), associados a um segmento de satélite (Sat), no par de cromossomos 3 e 7,
respectivamente, visivel em uma das metafases analisadas.

A ndo observacdo em outras metafases pode ser atribuida a quebras na regido do
satélite, o que dificulta sua visualizacdo pela metodologia utilizada. Essas estruturas estdo
relacionadas a regido organizadora do nucléolo (RON), que podem conter por¢ées de DNA
ativas ou ndo. Porém a variagdo no nimero medio de satélites entre os acessos tambem pode
ser explicada por diferencas no estado de condensacdo das constricBes secundarias nos
cromossomos organizadores nucleolares. Esta condicdo foi observada na analise cariotipica de
acessos de outras espécies de Lactuca (EI-Esawi e Sammour, 2014).

A assimetria centromérica foi, em média, 40,64% para os morfotipos de almeirdo-de-
arvore (Tabela 1.2) e o comprimento total do lote haploide, em média, 42,45+4,19um (Tabela

1.3), com maior tamanho de cromossomos para 0s almeir@es-de-arvore verde e roxo repicado.

Tabela 1.3 - Conteudo de DNA nuclear, volume nuclear interfasico (VNI) e comprimento
total do lote haploide (CTLH) de quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore.

Almeirdo-de-arvore DNA=2C (pg) VNI (um°) CTLH (um)
Verde 6,08 a 346,63 ab 47,92
Roxo liso folha estreita 593a 367,72 ab 38,64
Roxo repicado 544 a 309,90 b 43,47
Roxo liso folha larga 6,08 a 431,28 a 39,76
CVv 11,6 % 20,7%

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F e teste Tukey a 5% de
probabilidade.
Fonte: Do autor (2021).
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Considerando valores proximos encontrados para a assimetria centromérica e
comprimento total do lote haploide, verificou-se pouca variagcdo no tamanho do genoma e nos
caracteres biométricos dos cromossomos dos morfotipos de almeirdo-de-arvore.

Em L. indica, Wang et al. (2005) encontraram o comprimento total dos bracos longos
de 40,33um, a férmula cariotipica 4m+14sm e o comprimento total do lote haploide de
60,03um. El-Esawi e Sammour (2014), avaliando aceesos da L. indica da China e Indonésia,
encontraram a formula cariotipica 6m+12sm e CTLH de 10,30um, com presenga de 2 satélites
(sat), o que mostra discrepancia no tamanho e classificagdo dos cromossémicos em
comparacao aos morfotipos de almeirdo-de-arvore.

Nas amostras avaliadas de almeirdo-de-arvore, em se tratando da quantificacdo do
DNA nuclear e de espécimes ricas em metabdlitos secundarios, o coeficiente de variacao foi
de 4,2 a 5,0%. Em citometria de fluxo, a ocorréncia de variagdo ¢ normalmente expressa pelo
coeficiente de variagdo (Dolezel, Binarova e Lucretti, 1989). Em quantificagdes que incluem
estimativas do tamanho do genoma, ou mesmo para espécies ricas em metabolitos
secundarios, coeficientes de variacdo menores que 5% sdo aceitaveis (Dolezel ¢ Bartos,
2005).

O contetdo de DNA nuclear foi, em média, 5,88 pg, para os quatro morfotipos de
almeirdo-de-arvore (Tabela 1.3), ndo havendo diferenca estatistica significativa. A maioria
das espécies e de acessos avaliados por Dolezalova et al. (2002) apresentou contetdo de DNA
variando entre 5,49 a 6,54 pg. Esse grupo contempla a espécie L. sativa e espécies
intimamente correlacionadas a ela.

Seguindo listas de descritores publicadas para espécies selvagens de Lactuca,
Dolezalova et al. (2003) e Dolezalova et al. (2002) encontraram em L. serriola o contetido de
DNA com variacdo de 5,77 a 5,86 pg, valores proximos aos encontrados por Lebeda et al.
(2011). Os mesmos autores encontraram o valor de 17,96 pg para L. canadensis e uma
variagdo de 11,87 a 14,12 pg em L. indica e o volume nuclear de L. indica encontrado por
Wang et al. (2005) foi de 113,05 pm®.

Alguns trabalhos mostraram a existéncia de notavel variabilidade intraespecifica no
contetdo do DNA nuclear (Ohri, 1998). Por outro lado, alguns autores consideram o contetido
do DNA nuclear um carater especifico de cada espécie (Greilhuber e Obermayer, 1998).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram pouca variacdo na andlise cariotipica
dos quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore, 0s quais apresentam consideraveis diferengas
morfoldgicas entre si. Portanto pode-se inferir de que se trata realmente de morfotipos de uma

mesma espécie, relatada até entdo como L.aff canadensis. Variabilidade intraespecifica tem
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sido amplamente relatada em espécies dentro do género Lactuca (Kiistkova et al., 2008;
Lebeda et al., 2009; Lebeda et al., 2014).

No entanto, considerando os estudos citogenéticos que relataram C. intybus com 2n =
2x =18 cromossomos (Rick, 1953; Kiers et al., 2000; Hauser, Jargensen e Toneatto, 2012), L.
indica com 2n = 2x = 18 cromossomos (Thompson, T.W e W.F., 1941; Wang et al., 2005;
Chung et al., 2016) ) e L. canadensis sendo classificada como um alotetraploide com 2n = 4x
= 34 cromossomos (Thompson, T.W e W.F., 1941; Jones et al., 2018; Lebeda et al., 2019), os
quatro morfotipos apresentam maior proximidade com as duas primeiras espéecies que com L.
canadensis. Tanto L. indica e L. canadensis ocorrem de forma subespontanea no Brasil
(Monge et al., 2016).

Outra hipédtese para a ocorréncia do numero diploide, caso a espécie seja mesmo L.
canadensis, segundo Jones et al. (2018), é provavel que o grupo alotetraploide (L. canadensis)
tenha se originado por hibridacdo de Lactuca plumieri (ou seu ancestral) com algumas
espécies agora extintas (x = 9), possivelmente uma espécie ancestral do grupo L. tatarica e L.
quercina L. (x = 9) ou mesmo L. indica L. (também x = 9). Tal hibridacdo é ainda suportada
por similaridades morfoldgicas de membros do grupo L. canadensis com L. plumieri.

O numero (2n = 34 cromossomos) pode ser explicado por meio da reducgdo disploide
de 2n = 18 e subsequente autopoliploidizacdo (Kilian, Gemeinholzer e Lack, 2009).
Entretanto, o nimero 2n = 18 cromossomos nao foi relatado para L. canadensis, que também
seria possivel, resultante de um cruzamento entre espécies com 0 mesmo nimero basico (x =
9).

Se estabelecermos um comparativo de grupos préximos, o nimero diploide encontrado
(2n=18) é comum no género Lactuca. Assim, considerando o numero diploide, verifica-se
maior proximidade com L.indica que com a L. canadensis.

Portanto, para se definir com seguranca sobre a taxonomia dos morfotipos, serdo
necessarios estudos mais avancados, como técnicas de bandeamento cromossémico
associadas a citogenética convencional. Marcadores moleculares e citotaxondmicos também
poderdo ser empregados, para auxiliar na identificacdo da espécie, além de serem (teis a

diferenciacdo de espécies comumente confundidas pela similaridade morfoldgica.

4 CONCLUSAO

N&o foi verificada variagdo cromossémica numérica e no conteldo de DNA entre 0s

quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore.
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A identificacdo dos tipos morfoldgicos de almeirdo-de-arvore ndo converge a
classificacdo morfoldgica e aos estudos cariologicos apresentados.
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ARTIGO 2

FENOLOGIA E PRODUCAO DE MORFOTIPOS DE ALMEIRAO-DE-ARVORE
(Lactuca aff. canadensis L.) EM DIFERENTES EPOCAS DE PLANTIO E COLHEITA

RESUMO

O almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis L.) é considerado uma hortalica
folhosa ndo convencional, da familia Asteraceae. As plantas séo cultivadas de Norte a Sul do
pais, em hortas domesticas e podem ser encontradas, em feiras e supermercados, na regiao
serrana do Rio de Janeiro, Sul de Minas Gerais e interior de Sdo Paulo. As plantas sdo muito
produtivas, podendo alcancar dois metros de altura. O ciclo € perene, mas, no Brasil, o cultivo
considerado € anual, pelas condicBes climaticas. Pouco se sabe sobre o desenvolvimento da
cultura e as melhores épocas produtivas, sobretudo, dos morfotipos. Dessa forma, objetivou-
se avaliar o desenvolvimento fenolégico a capacidade produtiva de trés morfotipos de
almeirdo-de-arvore (verde repicado, roxo liso e roxo repicado). O trabalho foi realizado em
duas épocas: 12 época (fevereiro a agosto de 2017) e 22 época (abril a setembro de 2018). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, no esquema fatorial 3x3, sendo trés
morfotipos de almeirdo-de-arvore, diferenciados pelo formato e coloracdo das folhas e trés
épocas de colheita. Foram utilizadas trés repeticbes com parcelas de 10 plantas. A primeira
colheita foi realizada aos 63 dias apds o transplantio e cada colheita espacada de 35 dias.
Foram avaliados o ciclo fenolégico e as caracteristicas agrondmicas: produgdo total e
comercial, massa seca, comprimento e didmetro do caule no tergo colhido e nimero de folhas.
Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste Tukey a
5% de probabilidade pelo software R. Os morfotipos possuem semelhangas no
desenvolvimento, principalmente, no crescimento vegetativo. Algumas diferencas foram
detectadas quanto a altura de plantas e ao periodo reprodutivo. O almeirdo-de-arvore verde
apresentou menor ciclo, com 294 dias e menor altura de plantas, na fase vegetativa, entre 0s
demais morfotipos. Ja o almeirdo-de-arvore roxo repicado apresentou maior ciclo, com 324
dias e maior altura de plantas na fase vegetativa. Os almeirGes-de-arvore apresentaram grande
potencial produtivo, com producédo superior a outras hortalicas folhosas como a alface, de
estadios de desenvolvimento semelhante, com melhores resultados em épocas mais frias. A
fenologia e producdo dos quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore séo bem semelhantes, o
que permite adotar 0 mesmo manejo e sistema de producéo.

Palavras-chave: Hortalicas Folhosas. Ndo Convencionais. Potencial Produtivo. Almeirdo-
Roxo.
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ABSTRACT

The almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis L.) is considered an unconventional
leafy vegetable, of the Asteraceae family. The plants are grown from north to south of the
country in home gardens and can be found in fairs and supermarkets in the mountainous
region of Rio de Janeiro and South of Minas Gerais. The plants are very productive and can
reach two meters in height. The cycle is perennial, but in Brazil the cultivation considered is
annual, due to climatic conditions. Little is known about the development of culture and the
best productive seasons, especially of morphotypes. Thus, the objective was to evaluate the
phenological development and the productive capacity of three almeirdo-de-arvore
morphotypes (lobed green, smooth purple and lobed purple). The work was carried out in two
seasons: 1st season (February to August 2017) and 2nd season (April to September 2018).
The experimental design was completely randomized, in a 3x3 factorial scheme, with three
morphotypes of almeirdo-de-arvore, differentiated by the shape and color of the leaves and
three harvest times. Three replicates composed of ten plants were used. The first harvest was
performed at 63 days after transplanting and each harvest was spaced 35 days apart. The
phenological cycle and agronomic characteristics were evaluated: total and commercial
production, dry weight, stem length and diameter in the harvested third, number of leaves.
The data were subjected to analysis of variance and the means compared by the Tukey test at
5% probability by the R software. The morphotypes have similarities in development, mainly
in vegetative growth. Some differences were detected in terms of plant height and
reproductive period. Almeirdo-de-arvore showed great productive potential, with higher
production than other leafy vegetables such as lettuce, of similar development stages, with
better results in colder seasons. The phenology of the four morphotypes of almeirdo-de-arvore

is very similar, which allows adopting the same management and production system.

Keywords: Leafy Vegetables. Unconventional. Productive Potential. Almeirdo-roxo.
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1 INTRODUCAO

O almeirdo-de-arvore (Lactuca aff. canadensis L.) é uma espécie da familia
Asteraceae, nativa da América do Norte, onde é conhecida como alface selvagem. A espécie
foi introduzida no Brasil, onde a colecdo mais antiga data de 1929. Ha registros de ocorréncia
nos estados de Goias, Parana, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Bahia (Reflora —
Herbario Virtual, 2021) e Minas Gerais. E considerada uma hortalica folhosa ndo
convencional e possui varias denominacdes populares: almeirdo-de-arvore, almeirdo roxo,
radite-cote, orelha-de-coelho (Kinupp e Lorenzi, 2014), almeirdo-serralha (Monge et al.,
2016).

Existem tipos que se diferem quanto aos caracteres morfologicos. As folhas séo
lanceoladas e possuem varia¢6es na cor das folhas, tipo de margem e nervuras, que podem ser
verde-claras repicadas, ou lisas e repicadas com nervuras arroxeadas. As vezes, a cor roxa
predomina na maior parte da folha nos almeirGes de nervura arroxeada. S&o cultivadas de
Norte a Sul do pais em hortas domésticas e podem ser encontradas em feiras e supermercados
na regido serrana do Rio de Janeiro, Sul de Minas Gerais (Kinupp e Lorenzi, 2014) e no
interior de S&o Paulo.

O almeirdo-de-arvore tem sabor e usos mais parecidos com o almeirdo convencional
(Cichorium intybus L.), porém, menos amargo. S&o plantas ricas em proteinas e minerais,
como Ca, Zn, B e Mn (Silva et al., 2018), consumidos na forma de hortalica fresca em saladas
ou refogados (Kinupp e Lorenzi, 2014).

Pode ser cultivado o ano todo, em regides de clima ameno e de margo a outubro em
regides de clima mais quente. Adapta-se a varios tipos de solo com adequado nivel de matéria
organica. O cultivo pode ser via direta por sementes e também com a producdo de mudas.
Pela falta de informacdes sobre a cultura, as recomendacdes de plantio, em geral, sdo
baseadas no cultivo de hortalicas convencionais mais estudadas, da mesma familia, como
alface, acelga, almeirdo, entre outras (Brasil, 2010).

Séo plantas muito produtivas, proporcionam colheitas sucessivas, estendendo-se por
varios meses, podendo alcangar dois metros de altura dependendo das condi¢6es climaticas e
fitossanitarias (Kinupp e Lorenzi, 2014). A medida que se colhe as folhas, estimula-se o
crescimento do caule. A regido colhida ndo se regenera e formam-se novas folhas em
brotacfes superiores. As folhas podem ser consumidas até o inicio da fase reprodutiva,
guando se tornam muito amargas e fibrosas.

Pouco se sabe sobre o desenvolvimento do almeirdo-de-arvore e as melhores épocas
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produtivas, sobretudo, dos morfotipos. Dessa forma, objetivou-se avaliar a fenologia e a

producdo de morfotipos de almeirdo-de-arvore em diferentes épocas de plantio e colheita.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e condicdes experimentais

O trabalho foi realizado, em casa de vegetagcdo, no setor de Olericultura do
Departamento de Agricultura da Escola de Ciéncias Agrérias de Lavras (ESAL) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), no municipio de Lavras, Sul do Estado de Minas
Gerais, latitude 21°13'18"S, longitude 44°58'07"W e 915 m de altitude, em duas épocas de
cultivo: 12 época (fevereiro a agosto de 2017) e 22 época (abril a setembro de 2018). O clima
da regido, de acordo com a classificagdo climatica de Koppen, é do tipo Cwb, com inverno
seco e verdo chuvoso (Alvares et al., 2013).

A semeadura foi realizada em bandejas plasticas de polietileno, furos tipo tubetes, com
celulas cilindricas de didmetro de 36 mm e volume de 50 mL para a producdo de mudas.
Foram semeadas trés sementes por célula e contabilizadas na fase de germinacdo. Na fase de
desenvolvimento de plantulas, foram realizadas trés adubac@es foliares, com o fertilizante
comercial Biofert® [188,96 g L™] (NPK 6-4-4; 0,5% Mg; 1% S; 0,02% B; 0,3% CI; 0,02%
Co; 0,05% Cu; 0,1% Fe; 0,05% Mn; 0,01% Mo; 0,1% Zn), em trés aplicacdes, a cada sete
dias ap6s a emergéncia. A irrigacdo, para as mudas em bandejas, foi via micro aspersdo
suspensa e invertida.

O transplantio foi realizado, apds 35 dias da semeadura, para vasos de polietileno com
capacidade de 5L, em que foi conduzida uma planta por vaso. Nessa fase, as plantas
apresentavam-se com trés a quatro folhas bem desenvolvidas.

O solo utilizado para a formulacdo do substrato foi um Latossolo Vermelho
Distroférrico com as seguintes caracteristicas: pH (em H,0) = 6,3; Al trocavel = 0,02 cmol,
dm; Ca ?* = 1,32 cmol, dm™®; Mg #* = 0,18 cmol. dm™; P- Mehlich = 11,31 mg dm™; K* =
24,26 mg dm™; Matéria organica = 0,29 dag Kg *; V = 60,32% ; Soma de bases = 1,56 cmol,
dm™; m = 1,27%; CTC = 1,58 cmol. dm™; Textura do solo = Argilosa.

A adubacéo de plantio seguiu a recomendacéo de Dos Santos et al. (2016) a partir da
analise de solo. Foram utilizados 4,5L de solo e 0,7L de composto organico por vaso. Foram
realizadas adubac@es nitrogenadas com sulfato de aménio [35,2 g L™], aplicados 100 mL da

solugdo por vaso, a cada 21 dias anteriores a cada colheita. A irrigacdo via gotejo, com
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distribuicéo de cinco linhas e espagamento de 30 cm entre gotejadores por plantas.

2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, no esquema fatorial 3x3,
sendo trés morfotipos de almeirdo-de-arvore, diferenciados pelo formato e coloracdo das
folhas: verde repicada, roxo lisa e roxo repicada e trés épocas de colheita, aos 63, 98 e 133
dias apds o transplantio (DAT). Foram utilizadas trés repeticGes com parcelas de 10 plantas
cada, totalizando 30 plantas por morfotipo de almeirdo-de-arvore. O experimento foi
conduzido em duas épocas com plantios em 24 de fevereiro de 2017 e 2 de abril de 2018.

A primeira colheita foi realizada aos 63 dias apds o transplantio e cada colheita
espacada de 35 dias. Na regido em que as folhas foram colhidas ndo houve a formacao de
novas brotacOes, sendo caracterizadas: primeira colheita como folhas do terco inferior,
segunda colheita (terco médio) e terceira colheita (ter¢o superior).

2.3 Variaveis analisadas

2.3.1 Ciclo fenoldgico (BBCH-code)

A classificacdo dos estadios fenoldgicos foi realizada, com base na codificacdo
unificada dos estadios fenoldgicos de desenvolvimento de culturas (BBCH-code), para
hortalicas folhosas, em que se fundamenta na classificacdo binaria dos estadios fenologicos
das culturas. Os codigos numéricos com dois digitos comp8em-se de maneira que 0 primeiro
digito determina o macro-estadio e o segundo digito determina o micro estadio dentro de um
macro estadio. Os macro-estadios descrevem os estadios de desenvolvimento de uma planta
dentro de um ou varios periodos de vegetacdo (Meier, 2018).

Para o macro-estadio 1 foram registradas da primeira a nona folha visivel,
independentemente do tamanho e desenvolvimento, observadas apds a semeadura. O macro-
estadio 2 configurou na contabilizacdo de partes vegetais colhiveis. O almeirdo-de-arvore foi
representado por folhas totalmente desenvolvidas, as quais sdo a parte da planta mais
consumida. O macro-estadio 3 indica o inicio da fase reprodutiva, passando pelo
florescimento no macro-estadio 4 e o final do ciclo marcado pela producdo de sementes e
senescéncia das plantas nos macro-estadios 5 e 6.

Os dados coletados foram referentes aos dias apos a semeadura (DAS), inferidos nos
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seguintes caracteres: inicio e fim do intumescimento dos drgdos propagativos, contagem da
primeira até a nona ou mais folhas visiveis e contagem do nimero de folhas desenvolvidas, de
tamanho comercial (>20 cm) com as plantas em vasos, aos 98, 133 e 168 DAS.

A semeadura foi realizada em bandejas de 162 células conduzidas até o primeiro
digito. A partir do estadio fenol6gico 13, ou micro estadio 3 dentro do micro estadio 1, foram
conduzidas 30 plantas de cada morfotipo de almeirdo-de-arvore, as quais também foram
utilizadas para quantificar os parametros de producdo. As bandejas permaneceram sob as
condicdes de irrigagdo para avaliar as sementes remanescentes que ndo apresentaram

germinacao.

2.3.2 Producao

Nas colheitas, foram colhidas as folhas desenvolvidas para a analise das caracteristicas
produtivas: producéo total e comercial (folhas maiores que 20 cm e, com auséncia de danos e
injarias), considerado a massa fresca (g), massa seca (g), altura (comprimento do caule no
terco colhido em cm), didmetro médio do caule no ter¢o colhido (mm) e nimero de folhas
total e comercial. Foram mantidas apenas trés folhas recém-formadas, para garantir uma boa
recuperacdo da planta para as colheitas subsequentes. Os dados foram submetidos a analise
conjunta e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade pelo software R (R
Core Team, 2018).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento fisiolégico dos morfotipos de almeirdo-de-arvore permitiu a
classificagcdo dos macros e micro estadios descritos na Tabela 2.1. Os morfotipos de almeiréo-
de-arvore possuem semelhancas de desenvolvimento, principalmente no crescimento
vegetativo. Algumas diferencas foram detectadas quanto a altura de plantas e ao periodo
reprodutivo.

As sementes de almeirdo-de-arvore (Lactuca canadensis L.) apresentam problemas de
dorméncia. No macro estadio O foi verificado apos 35 dias da semeadura, que 38% das
sementes de almeirdo-de-arvore verde, 41% de almeirdo-de-arvore roxo repicado e 62% de

almeirdo-de-arvore roxo liso ndo haviam germinado.
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Tabela 2.1 — Estadios fenologicos de morfotipos de almeirdo-de-arvore (Lactuca aff.

canadensis L.).

codigo PP — -
BBCH Definicéo Alemeirdo-de-arvore

VE RL RR
Principal estaddio de crescimento 0: Germinacéo NUmero de sementes
00 gementes secas - 0rgdo de reproducdo em fase 6% 106 66

ormente
Média (DAS)
01 SEor:]Oergenma - cotilédones rompem a superficie do 508 8(47) 6(21)
fPrincipal estédi_o d_e crescimento 1: Desenvolvimento das Média (DAS)
olhas (broto principal)

VE RL RR
11 Primeira folha verdadeira desdobrada 25(5,00 20(3,1) 21(4)3)
12 22 folha verdadeira desdobrada 31(1,5) 29(1,1) 30(1,2
13 32 folha verdadeira desdobrada 41(6,9) 33(3,7) 33(29)
14 42 folha verdadeira desdobrada 49 (3,5) 46(1,5) 46(0,0)
15 52 folha verdadeira desdobrada 54 (3,6) 53(1,5 53(1,6)
16 62 folha verdadeira desdobrada 57 (6,1) 56 (4,5) 57 (4,1)
17 72 folha verdadeira desdobrada 61 (6,5) 58 (6,0) 57 (6,3)
18 82 folha verdadeira desdobrada 63 (7,1) 65(3,6) 65 (5,5)
19 9 ou mais folhas verdadeiras desdobradas 68 (4,8) 69 (3,4) 70(4,4)

Principal estadio de crescimento 2: Alongamento da haste do crescimento da roseta e

desenvolvimento de partes vegetais colhiveis

21 A roseta de folhas atingiu 70% do diametro

esperado tipico da variedade/ 20% da massa foliar 98 98 98
tipica da variedade alcancada

22 Conclusac_) do, o_Iesenvon_mento da roseta / 60% da 133 133 133
massa foliar tipica da variedade alcancada

23 80% da massa foliar tipica da variedade alcancada 168 168 168

24 Massa tipica de folhas atingida 235 235 235

Principal estaddio de crescimento 3: Emergéncia da inflorescéncia

31 Ha_ste_prlnc_lp,al comeca a alongar-se/ _Inflorescenma 182 182 182
.principal visivel entre as folhas superiores

32 30% da altura esperada da haste principal alcancada 214 198 153

Principal estaddio de crescimento 4: Floragdo

41 Inicio da floracdo: 10% das flores abertas 196 208 238

42 Floracdo completa: 50% das flores abertas 211 229 269

Principal estagio de crescimento 5: amadurecimento de frutos e sementes

51 In|C|9 _do amadurecimento: 10% das sementes de 917 299 959
cor tipica, secas e duras

52 50% das sementes de cor tipica, secas e duras 238 250 290
Principal estagio de crescimento 6: Senescéncia

61 Produto colhido (sementes) 294 289 324

DAS — dias ap6s a semeadura.

*numero de sementes dormentes até o transplantio das mudas (35 DAS)

**(desvio-padrao).
Fonte: Do autor (2021).
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A emergéncia completa foi verificada entre cinco e oito dias apds a semeadura (DAS),
com menor tempo para o almeirdo-de-arvore verde e um periodo mais longo para o almeiréo-
de-arvore roxo liso. As sementes que se apresentaram dormentes germinaram apos 180 dias
do 13° estadio fenoldgico.

E comum encontrar dorméncia em sementes de espécies pouco exploradas ou que
ainda ndo foram melhoradas geneticamente. Para espécies de ciclo anual e, principalmente,
consideradas plantas daninhas, verifica-se nivel intermediario de dorméncia (Mcivor e
Howden, 2000).

Arantes et al. (2019), avaliando plantulas de L. canadensis, submetidas em niveis de
sombreamento e doses de esterco bovino adicionadas ao substrato, encontraram um tempo
médio de emergéncia de 6 a 7 DAS e germinacdo superior a 89%. Os valores de germinacéo
podem estar relacionados a densidade no plantio, em que os autores semearam seis sementes
por célula da bandeja.

O tempo médio para transplantio, em que as plantas alcancaram mais de trés folhas
verdadeiras, foi aos 35 DAS. Esse tempo € considerado longo, comparado ao tempo gasto
para o desenvolvimento de plantulas de culturas, como a alface (Lactuca sativa L.), 0
almeiréo (Cichorium intybus L.) e outras hortaligas folhosas, que levam de 14 a 28 dias para o
transplantio, dependendo das condigdes climaticas.

Pode-se observar que as plantas podem levar até 70 DAS para fornecer nove ou mais
folhas visiveis, que determinam o final do macro-estadio 1, independente do tamanho e
desenvolvimento de cada par de folhas (Tabela 2.1).

De acordo com (Kinupp e Lorenzi, 2014), no inicio do desenvolvimento da planta, as
folhas s&o dispostas em forma de roseta, o que pode ser observado até o macro-estadio 3. A
medida que o caule cresce e se ramifica, as folhas dispdem-se na forma alternada. As folhas
basais medem de 15-30 cm de comprimento e as caulinares apresentam menor tamanho.

O crescimento das plantas na fase vegetativa foi equidistante e com pouca variagao
entre a época de plantio (Tabela 2.2).

O almeirdo-de-arvore roxo repicado apresentou maior crescimento na fase vegetativa,
porém é o morfotipo que atingiu a menor altura ao final do ciclo. Além disso, apresentou
maior diametro do caule e menor numero de folhas (Tabela 2.2).

A massa tipica de folhas, ou 0 maximo de producdo foliar foi atingido aos 235 DAS, ja
na fase reprodutiva. Porém, apds 168 DAS, houve a emissdo do pendao floral e as folhas ja se
apresentavam com aparéncia que ndo favorecia a comercializacdo. Na fase reprodutiva, a

emissdo da panicula foi acompanhada por folhas de tamanho diminuto e a inflorescéncia
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recobriu a porcao terminal das plantas.
Tabela 2.2 — Interacdo morfotipo x colheita e ano para as varidveis de producdo: altura,

diametro do caule e numero de folhas comerciais de morfotipos de almeirdo-de-arvore em
diferentes épocas de colheita.

Almeirdo- T Colheitas (DAS) ----------- - Ano -----
de-Arvore 98 _ 133 168 2917 2018
Comprimento do caule (cm) Total Comprimento do caule (cm)
VE 5,22 Bb 8,01 Bab 11,64 Ca 24,87 6,44 Ca 6,71 Ca
RL 538Abc 11,69Bb 16,79Ba 33,86 14,68 Ba 10,39 Bb
RR 9,14 Ac 17,88 Ab 22,74 Aa 49,76 19,06 Aa 15,06 Ab
@ do caule (mm) Media @ do caule (mm)
VE 1399Bb  1250Bc 21,33Ba 15,94 10,65 ABb 21,23 Ba
RL 1454Bb 12,60Bc 19,50 Ca 15,55 9,53 Bb 21,57 Ba
RR 16,36 Ab 1503 Ab 24,60 Aa 18,66 11,09 Ab 26,24 Aa
N° folhas comerciais Total N° folhas comerciais
VE 18,85 Ab  26,43Ba 26,46Aa 72 21,20 Ab 26,62 Aa
RL 1753 Ab  3361Aa 2230Ab 73 20,52 Ab 28,44 Aa
RR 16,50 Aa 20,58Ba 21,13 Aa 58 19,34 Aa 19,47 Ba

As médias seguidas de mesma letra minascula nas linhas e maiuscula nas colunas nao diferem entre si
a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
Fonte: Do autor (2021).

Na analise da producdo (Tabela 2.3), a producdo comercial ndo apresentou diferencas

com relagdo ao nimero de folhas verificado pela uniformidade de producéo.

Tabela 2.3 — Interacdo colheita x ano para as variaveis de producdo: producdo total e
comercial, massa seca e nimero de folhas comerciais de morfotipos de almeirdo-de-arvore em
diferentes épocas de colheita.

Colheitas .o L ANO ------
(DAS) 2017 _ 2018 2017 2018
Producdo total (g) Massa seca (Q)
98 225,11 Aa 146,20 Bb 16,10 Ba 12,21 Ba
133 203,93 Ab 373,10 Aa 23,78 Ab 36,23 Aa
168 170,99 Ab 433,87 Aa 17,78 Bb 40,90 Aa
Total 600,03 953,17 57,66 89,34
Produgdo comercial (g) N° folhas comerciais
98 187,03 Aa 127,25 Cb 19,53 Aa 15,72 Ca
133 193,22 Ab 319,13 Ba 21,03 Ab 32,71 Aa
168 152,83 Ab 389,29 Aa 20,50 Ab 26,10 Ba
Total 533,08 835,67 61,06 74,53

As médias seguidas de mesma letra minascula nas linhas e maitscula nas colunas nao diferem entre si
a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
Fonte: Do autor (2021).
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Considerando o periodo produtivo de 70 dias e o ciclo de 135 dias em vasos, é
praticamente o dobro do periodo estimado & producdo de alface (Lactuca sativa), que
necessita em torno de 30 dias, para a producdo de mudas e mais 30 a 35 dias para a colheita
(Resende et al., 2018), dependendo da cultivar, do ambiente de cultivo, dos tratos culturais e
das condices climaticas.

A producéo de almeirdo-de-arvore comparado a outras hortalicas folhosas, como a
alface, de estadios de desenvolvimento semelhantes, é bem superior (Tabela 2.3). Silva et al.
(2010), avaliando a producao de alface crespa em diferentes doses de composto organico com
a cultivar ‘Veronica’, em vasos, apds 45 dias do transplantio, obtiveram, em média, 413 g
planta” de matéria fresca na dose de 120 t ha™*, considerando dois ciclos sucessivos. Villas
Bbas et al. (2004) obtiveram, aos 56 dias apds o transplantio, os melhores resultados, em
média, de 145,5 g planta” de matéria fresca e 33 folhas com a alface ‘Elisa’, cultivada em
diferentes doses e tipos de composto organico. Apesar do nimero de folhas comerciais serem
proporcionais aos da alface, considerando o sistema de condugdo em vasos, 0os morfotipos de
almeirdo-de-arvore podem alcancar o dobro em matéria fresca.

Os almeirbes-de-arvore apresentam grande potencial produtivo com melhores
resultados em épocas mais frias. Sdo plantas com produc6es semelhantes e de facil conducéo.
Entretanto sdo necessarios mais estudos para determinar os melhores sistemas de conducdo e

manejo, nos diferentes ambientes de cultivo, para explorar o maximo potencial da cultura.

4 CONCLUSAO

A fenologia dos quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore é bem semelhante, com
algumas diferencas no porte e periodo reprodutivo, 0 que permite adotar 0 mesmo manejo e

sistema de producao.
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ARTIGO 3

CARACTERIZACAO, DIMENS©~E5 E DENSIDADE ESTOMATICA DE QUATRO
MORFOTIPOS DE ALMEIRAO-DE-ARVORE (Lactuca aff. canadensis L.)

RESUMO

Lactuca aff. canadensis L. é uma alface selvagem da familia Asteraceae, nativa da
Ameérica do Norte. Essa espécie ainda é pouco estudada no Brasil e apresenta divergéncias em
sua denominacdo cientifica. O almeirdo-de-arvore possui ampla variabilidade morfologica. As
folhas sdo lanceoladas e possuem variagOes na cor, tipo de margem e nervuras, que podem ser
verde-claras repicadas, ou lisas e repicadas com nervuras arroxeadas. Pouco se conhece sobre
0s seus caracteres anatébmicos para fins de identificacdo. Dessa forma, objetivou-se
caracterizar os estbmatos de quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore. O material genético
utilizado foi adquirido junto a colecéo ativa de germoplasma de hortalicas ndo convencionais
da UFLA. Foram coletadas amostras de tecido vegetal na regido mediana de 10 folhas
plenamente desenvolvidas e tratadas para a analise em microscépio eletrénico de varredura. O
delineamento estatistico utilizado foi o Inteiramente casualizado (DIC), distribuidos no
esquema de parcelas subdivididas, em que as parcelas foram compostas de quatro morfotipos
de almeirdo-de-arvore e as subparcelas compostas de fragmentos de folhas. Foram analisados
0s numeros de estbmatos das epidermes adaxial e abaxial, didmetros estomaticos polar e
equatorial. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade pelo software R. As folhas dos morfotipos de almeirdo-de-
arvore sdo hipoanfiestoméaticas com maior numero de estdbmatos na epiderme abaxial. Em
geral, apresentaram semelhancas entre os morfotipos repicados (verde e roxo) e entre os tipos
roxos lisos (folha estreita e folha larga) para o nimero e tamanho de estdmatos. Os morfotipos
de almeirdo-de-arvore apresentaram caracteristicas que permitem diferencia-las de outras
especies. Alem disso, a densidade estomatica e 0 tamanho dos estdbmatos sdo caracteristicos

para cada formato de folha.

Palavras-chave: Microscopia Eletronica. Anatomia Foliar. Hortalica N&o Convencional.
Morfologia de Estdmatos.
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ABSTRACT

Lactuca aff. canadensis L. is a wild lettuce in the family Asteraceae, native to North
America. This species is still litty studied in Brazil and has divergences in its scientific name.
The almeirdo-de-arvore has wide morphological variability. The leaves are lanceolate and
have variations in color, type of margin and ribs, which can be green, smooth purple with
narrow leaf, lobed purple and smooth purple with broad leaf. Little is known about its
anatomical characters for identification purposes. In this way, the objective was to
characterize the stomata of four almeirdo-de-arvore morphotypes. The genetic material used
was acquired from UFLA active collection of non-conventional vegetable germplasm.
Samples of plant tissue were collected in the median region of 10 fully developed leaves and
treated for analysis in a scanning electron microscope. The statistical design used was the
Entirely randomized distributed in the scheme of subdivided plots, where the plots were
composed of four almeirdo-de-arvore morphotypes and the subplots composed of leaf
fragments. Stomata numbers of the adaxial and abaxial epidermis, polar and equatorial
stomatal diameters were analyzed. The data were subjected to analysis of variance and the
averages compared by the Tukey test at 5% probability with the aid of R software. The leaves
of the almeirdo-de-arvore morphotypes are epianphistomatic with the highest number of
stomata in the abaxial epidermis. In general, they showed similarities between lobed
morphotypes (green and purple) and between smooth purple types (narrow leaf and wide leaf)
for the number and size of stomata. The morphotypes of almeirdo-de-arvore demonstrate
characteristics that allow differentiating them from other species. Beside, stomatal density and

stomata size are characteristic for every leaf format.

Keywords: Electron Microscopy. Leaf Anatomy. Unconventional Vegetables. Stomata

Morphology.
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1 INTRODUCAO

Lactuca aff. canadensis L. é uma alface selvagem da familia Asteraceae, nativa da
América do Norte. A espécie foi introduzida no Brasil (Monge et al., 2016), onde €
considerada uma hortalica folhosa ndo convencional e conhecida popularmente como
almeirdo-de-arvore, almeirdo-roxo, radite-cote, orelha-de-coelho (Kinupp e Lorenzi, 2014),
almeirdo-selvagem ou almeirdo-do-mato.

O almeirdo-de-arvore tem sabor e usos mais parecidos com o almeirdo convencional
(Cichorium intybus L. - Asteraceae), porém menos amargo. S0 consumidos na forma de
hortalica fresca em saladas ou refogados (Brasil, 2010a). As folhas séo lanceoladas e possuem
variacdes na cor, tipo de margem e nervuras, que podem ser verde-claras repicadas, ou lisas e
repicadas com nervuras arroxeadas. As vezes, a cor roxa predomina na maior parte da folha
nos almeirGes de nervura arroxeada. Sdo cultivadas de Norte a Sul do pais em hortas
domésticas e podem ser encontradas em feiras e supermercados na regido serrana do Rio de
Janeiro e Sul de Minas Gerais (Kinupp e Lorenzi, 2014).

Essa espécie ainda é pouco estudada e apresenta divergéncias em sua denominacao
cientifica, sendo identificada como: Cichorium intybus L. (Brasil, 2010b; Pedrosa et al.,
2012), Lactuca canadensis L. (Kinupp e Lorenzi, 2014; Santos, Silva e Fonseca, 2016) e
Lactuca indica L. (Monge et al., 2016; Ranieri, 2018).

A identificacdo de espécies, géneros e familias por muito tempo foi e ainda € realizada
por analise de caracteres morfoldgicos (Li et al., 2016). A plasticidade fenotipica observada,
em varias espécies de plantas, com variacdes foliares em forma e tamanho, resultou em
identificacOes incorretas e denominacdes de sinénimos.

Entretanto é possivel identificar essas diferencas pelo método de comparagdo
anatdmica, que busca a obtencdo de dados que possam contribuir para o conhecimento da
espécie e, consequentemente, para a seguranca em sua utilizacdo (Carpano, Castro e
Spegazzini, 2009; Gomes et al., 2009). A caracterizacdo anatdmica evita a identificacdo
equivocada das espécies e até mesmo a falsificacdo de matéria-prima para a elaboracdo de
fitoterapicos, por meio do controle de qualidade (Ming, 1994).

O almeirdo-de-arvore exibe grande variabilidade morfol6gica e ndo existem registros
sobre 0s seus caracteres anatdbmicos, tampouco para fins de identificacdo taxondmica. Dessa
forma, objetivou-se caracterizar os estdmatos de quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore
para identificar possiveis diferencas anatdbmicas que possam auxiliar na determinagdo da

correta nomenclatura cientifica da espécie
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido a campo, no setor de Olericultura - Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no municipio de Lavras, Sul do
Estado de Minas Gerais, Brasil, latitude 21°14'18"S, longitude 45°00'07"W e 913 m de
altitude. O clima da regido, de acordo com a classificagdo climatica de Koppen, é do tipo
Cwhb, com inverno seco e verdo chuvoso (Alvares et al., 2013).

O material genético utilizado foi adquirido junto a colecdo ativa de germoplasma de
hortalicas ndo convencionais da UFLA. As sementes utilizadas no plantio foram obtidas de
plantas cultivadas, das quais foram coletados exemplares, para a montagem de exsicatas e
depositadas (Anexo A) no Herbario ESAL (Herbério do Departamento de Biologia — DBI da
Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras, Minas Gerais, Brasil), sob os numeros
30340, 30339, 30338, 30403 e no Herbario PAMG (Herbéario da Empresa Agropecuaria de
Minas Gerais — EPAMIG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), sob os nimeros 58657,
58658, 58659, 58656 para os almeirbes Verde (VE), Roxo-liso-folha-estreita (RL3), Roxo-
repicado (RR) e Roxo-liso-folha-larga (RL2), respectivamente, conforme Figura 3.1.

Amostras de tecido vegetal foram coletadas na regido mediana de 10 folhas
plenamente desenvolvidas, que apresentaram comprimento longitudinal médio de 43,5 + 3,8
cm para as folhas do almeirdo-de-arvore verde, 40,1 £ 5,3 cm para o almeirdo-de-arvore roxo
liso folha estreita, 39,3 £ 1,3 cm para o almeirdo-de-arvore roxo repicado, 38,3 £ 4,2 cm para
o almeirdo-de-arvore roxo liso folha larga e média geral de 40,3 = 4,3 cm, livres de defeitos
de quaisquer natureza. Foram retirados dois fragmentos de cada lado da nervura mediana
(Figura 3.2), preservados em solucdo fixadora Karnovsky (glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 2,0% em tampdo de cacodilato de sodio 0,05M, CaCl, 0,001M, pH 7,2) e

armazenadas a 4°C por 24 horas.
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Figura 3.1 — Morfotipos de almeirdo-de-arvore: A) verde; B) roxo liso folha estreita; C) roxo
repicado; D) roxo liso folha larga.

Barra: 15 cm.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 3.2 — Regides de coleta de amostras de tecido foliar de almeirdo-de-arvore dos
morfotipos: A) verde; B) roxo liso folha estreita; C) roxo repicado; D) roxo liso folha larga.

Barra: 10 cm.

Fonte: Do autor (2021).

Apo6s a fixacdo as amostras, foram lavadas em tampdo cacodilato 0,05 M por trés
vezes de 10 minutos. Em seguida, foram desidratadas, em gradiente de acetona (25%, 50%,
75%, 90%e 100%), permanecendo por dez minutos em cada concentracdo e trés vezes de dez
minutos na concentracdo 100%.

As amostras foram tratadas em aparelho de ponto critico Balzers CPD 030, em que a
acetona foi substituida por CO,. Os espécimes foram metalizados com ouro com o auxilio do
aparelho sputtering Balzers SCD 050 e, entdo, observadas em microscopio eletrénico de
varredura Zeiss LEO EVO 40. Os procedimentos foram realizados segundo metodologia
usual no Laboratério de Microscopia Eletrénica e Analise Ultraestrutural (LME) do
Departamento de Fitopatologia — DFP da UFLA.

O delineamento estatistico utilizado foi o Inteiramente casualisado (DIC), distribuidos
no esquema de parcelas subdivididas, que foram compostas de quatro morfotipos de almeiréo-
de-arvore e as subparcelas compostas de fragmentos de folhas. Foram utilizados seis
fragmentos, para cada tipo morfolégico de almeirdo-de-arvore analisado em quatro regides,
sendo selecionadas trés posi¢des diferentes, em cada regido, para a confeccao das imagens.
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Foram analisados os nimeros de estdmatos das epidermes adaxial e abaxial, didmetro
polar estomatico e didmetro equatorial estomatico. As capturas foram realizadas nos aumentos
de 500x, para a contagem do numero de estdbmatos e determinagdo da densidade estomatica
(nGmero de estdmatos mm2), 3.000x, para as medicdes do diametro polar estomético (DPE),
didmetro equatorial estomatico (DEE) e 500 e 1.000x para determinar os tipos de tricomas. A
partir dos dados de didmetro polar estomatico e didmetro equatorial estomatico, foi calculada
a funcionalidade de estomatos (FE) pela relacdo do DPE/DEE (Castro, Pereira e Paiva, 2009).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste

Tukey a 5% de probabilidade pelo software R Core Team (2018).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas dos morfotipos de almeirdo-de-arvore apresentaram diferencas na densidade
de estdbmatos e, sobretudo, nos caracteres biométricos. Nao houve efeito da interacdo entre 0s
morfotipos e as faces da epiderme foliar para as variaveis analisadas. O almeirdo-de-arvore
verde apresentou maior nimero de estdmatos mm-2 com diferencas préximas a 100
estdbmatos mm-2 para o almeiréo-de-arvore roxo liso folha larga, que apresentou estdmatos em
menor nimero entre os demais morfotipos (Tabela 31). O almeirdo-de-arvore roxo repicado e

o roxo liso folha estreita ndo diferiram estatisticamente quanto ao nimero de estdmatos.

Tabela 3.1 — Densidade estomatica (N° de estomatos mm™) e medidas do diametro polar
estomatico (DPE) e diametro equatorial estomatico (DEE) da epiderme foliar de quatro
morfotipos de almeirdo-de-arvore.

Almeirdo-de-arvore  N° de estbmatos mm™ DPE (um) DEE (um) Funcionalidade

Verde 393 (19,06) a 19,67 b 23,08 a 0,86 a

Roxo liso folha estreita 328 (17,06) ab 8,08 ¢ 10,42 b 0,80 a
Roxo repicado 369 (17,83) ab 21,88 a 23,13 a 0,95a
Roxo liso folha larga 295 (16,08) b 8,83 ¢ 10,02 b 0,88 a
CV (%) 14,23 7,87 9,39 18,74

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey.
Fonte: Do autor (2021).

Os almeirdes-de-arvore apresentaram 3,7 vezes mais estbmatos na epiderme abaxial
comparada a epiderme adaxial (Tabela 3.2).

Os estomatos estdo relacionados a capacidade fotossintética da planta, ou seja, quanto
maior o nimero de estbmatos, menor a resisténcia a difusdo de gases e consequente maior

taxa fotossintética ou absorcdo de CO, (Abrams e Mostoller, 1995; Evans, 1999; Castro et al.,
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2006) O numero de estbmatos comparado a outras espécies do género Lactuca é bem
superior. Em Lactuca sativa ‘alface crocantela’ a condi¢do de cultivo em vasos promoveu
maiores alteracdes na densidade estomatica em vasos comparada ao cultivo hidropénico, de
32,81 estdmatos mm-? para 45,83 estomatos mm? na face adaxial e 64,75 estdmatos mm? na
face abaxial (De Souza et al., 2019). Isso mostra a capacidade fotossintética dos morfotipos
de almeirdo-de-arvore, que resulta em um répido crescimento e expansédo das folhas.

Em relacdo ao tamanho dos estbmatos, os almeirbes-de-arvore roxo liso folha larga e
roxo liso folha estreita apresentaram menores diametros polares estomaticos (DPE) e
didmetros equatoriais estométicos (DEE), de acordo com a Tabela 3.1. Apesar da pouca
diferenca entre 0 DPE do almeirdo-de-arvore roxo repicado para o tipo verde (<2,3 pm),
apresentaram os maiores DPE e DEE.

Foi observada uma pequena diferenca entre o tamanho dos estdmatos da epiderme

adaxial e abaxial (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 — Densidade estomatica (N° de estomatos mm™) e medidas do diametro polar
estomatico (DPE) e diametro equatorial estoméatico (DEE) nas faces abaxial (AB) e adaxial
(AD) da epiderme foliar de almeirdo-de-arvore.

Face N° de estdmatos mm™ DPE (um)  DEE (um) Funcionalidade
AB 545 (23,25) a 14,06 a 15,72 b 0,89a
AD 147 (11,76) b 15,17 a 17,60 a 0,85a

CV (%) 15,23 19,87 7,84 11,89

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
F.
Fonte: Do autor (2021).

N&o foi verificada diferenca estatistica entre a funcionalidade de estdmatos, para 0s
quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore, que apresentaram média de 0,87.

As condi¢bes do ambiente como forma de adaptacdo das plantas, podem alterar a
quantidade, distribuicdo, tamanho, forma e mobilidade dos estdmatos, podendo variar de
individuo para individuo (Larcher, 2000). A alteracdo na densidade de estdmatos afeta
diretamente a condutancia estomética. Além disso, o tamanho, a posi¢do e o controle de
abertura dos estdmatos também podem afetar a absor¢do de CO, (Boeger e Wisniewski,
2003).

Em ambientes com menor disponibilidade hidrica, ocorre uma diminui¢do no tamanho
dos estématos, de forma que haja uma menor perda de 4gua da planta por transpiracdo, com o
aumento simultaneo de sua densidade, contribuindo para o equilibrio das trocas gasosas. O

aumento na densidade estomatica pode ser relacionado com uma maior capacidade das
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plantas em captar o CO, da atmosfera e, dessa forma, aumentar a eficiéncia fotossintética por
permitir que mais desse gés seja fixado (Castro, Pereira e Paiva, 2009).

As diferencas entre a morfologia das células epidérmicas e estomaticas podem ser
observadas na Figura 3.3 e Figura 3.4.

Foi verificada a presenca de cera epiticular, nos quatro morfotipos de almeirdo-de-
arvore, com maior ocorréncia na face abaxial. Pela sua natureza lipidica, a cuticula mais
espessada pode evitar a perda de agua excessiva por transpiracdo, sendo, portanto um
importante mecanismo de tolerancia ao déficit hidrico (Castro, Pereira e Paiva, 2009), alem da
protecéo contra a herbivoria e fatores de exposigéo.

Pode-se afirmar, portanto que as folhas dos quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore
sdo hipoanfiestomaticas, ou seja, contém estdmatos, em ambas as epidermes, com maior
namero na face abaxial e com funcionalidades semelhantes.

A caracteristica anfistomatica esta relacionada com a grande disponibilidade de luz e
condicGes de déficit hidrico, principalmente em plantas que apresentam crescimento rapido,
como as herbaceas (Jordan, Carpenter e Brodribb, 2014; Muir, 2015).

As folhas anfiestomaticas sdo, assim, mais eficientes, pois permitem maiores trocas
gasosas comparadas a folhas hipoestomaticas (Parkhurst, 1978; Mott et al., 1982) mais
comuns em plantas encontradas a sombra (Mott e Michaelson, 1991).

A disposi¢do dos estbmatos, nas superficies das folhas, € um bom carater taxondmico,
verificado pela sua constancia. Essa caracteristica é pouco influenciada pelo ambiente,
resultante de uma combinacéo dos fatores genéticos e ambientais (Kim, 1987).

Os estdmatos dos quatro morfotipos de almeirdo-de-arvore sdo anomociticos, ou seja,
ndo possuem células subsidiarias. Estbmatos do tipo anomocitico sdo comuns, para a familia
Asteraceae (Metcalfe e Chalk, 1950), verificada em vérias espécies como Bidens pilosa
(Santos e Cury, 2011), Vernonia condensata (Lolis e Milaneze-Gutierre, 2003) e Baccharis

trimera (Minteguiaga et al., 2018).
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Figura 3.3 — Eletro-micrografia de varredura evidenciando estdmatos na face abaxial - A, C,
E, G e adaxial — B, D, F, H dos almeirdes-de-arvore: verde A-B, roxo liso folha estreita C-D,
roxo repicado E-F, roxo liso folha larga G-H.

o : ~

g b 4 ARG
Barra: 50 um. Fonte: Do autor (2021).
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Figura 3.4 — Eletro-micrografia de varredura evidenciando estdmatos na face abaxial - A, C,
E, G e adaxial — B, D, F, H dos almeirdes-de-arvore: verde A-B, roxo liso folha estreita C-D,
roxo repicado E-F, roxo liso folha larga G-H.
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Foi verificada a presenca de tricomas tectores pluricelulares filiformes, nos quatro
morfotipos de almeirdo-de-arvore, localizados nas proximidades da nervura central ou na

propria nervura da epiderme adaxial, conforme pode ser observado na Figura 3.5.

Figura 3.5 — Eletro-micrografia de varredura mostrando tricomas na face adaxial da lamina
foliar dos almeirdes-de-arvore: A) verde (10 pum), B) roxo liso folha estreita (10 pum), C) roxo
repicado (20 pm), D) roxo liso folha larga.

Barra: 20 pum.

Fonte: Do autor (2021).

Liesenfeld et al. (2019) propuseram que todas as espécies da familia Asteraceae
apresentaram tricomas, os quais podem ser tectores ou glandulares e suas derivacdes e
ocorrem, simultaneamente, em ambas as faces da lamina foliar. Essa microcaracteristica
também é importante para a sistematica da familia, de acordo com Robinson (2009).

A ampla distribuicdo dessas espécies, nos mais distintos habitats, é atribuida a
diversidade de estruturas secretoras, como os tricomas, a facilidade de dispersdo e a
plasticidade fenotipica (Funk et al., 2005) que, na maioria dos casos, manifesta-se na estrutura
interna dos 6rgaos vegetativos (Anderson, 1982).
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A partir dos caracteres morfoanatdmicos avaliados, pode-se indicar uma semelhanca
entre os almeirdes-de-arvore verde e roxo repicado que apresentam folhas com margem
lobada e entre o roxo liso de folha estreita e o roxo liso de folha larga de margem indivisa.
Entretanto as outras caracteristicas avaliadas foram semelhantes entre os morfotipos de

almeirdo-de-arvore.

4 CONCLUSAO

Os morfotipos de almeirdo-de-arvore apresentaram caracteristicas que permitem
diferencid-las de outras espécies. Além disso, a densidade estomética e o tamanho dos

estdmatos sao caracteristicos para cada formato de folha.
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ARTIGO 4

CARACTERI’STJCAS NUTRICIONAIS DE MORFOTIPOS DE ALMEIRAO-DE-
ARVORE (Lactuca aff. canadensis L. - Asteraceae)

RESUMO

Lactuca aff. canadensis é uma alface selvagem da familia Asteraceae, nativa da
América do Norte. A espécie foi introduzida no Brasil, onde é popularmente conhecida como
almeirdo-de-arvore e considerada uma hortalica folhosa ndo convencional. Poucas sdo as
informacdes encontradas na literatura sobre as propriedades nutricionais, sobretudo, dos
diferentes morfotipos existentes. Dessa forma, objetivou-se com este trabalho analisar a
qualidade nutricional de trés morfotipos de alfaces selvagens (verde lobada, roxo lisa e roxo
lobada) em diferentes épocas de colheita. O experimento foi conduzido, em cultivo protegido,
em vasos, utilizando o delineamento experimental inteiramente casualizado, no esquema
fatorial 3 x 3, (tipos de alface selvagem x épocas de colheita), com trés repeticbes. A primeira
colheita foi realizada aos 63 dias apds o transplantio e cada colheita espacada de 35 dias.
Foram avaliadas a producdo, cor da folha, textura (firmeza do peciolo), atividade antioxidante
(DPPH), compostos fendlicos, vitamina C, antocianinas monoméricas, acidez titulavel,
solidos sollveis, pH, composicdo centesimal, valor calérico, macro e micronutrientes. Os
dados foram submetidos & anlise de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey. As
varidveis foram correlacionadas pela Analise de Componentes Principais pelo software R. As
alfaces selvagens mostraram-se plantas de elevado conteido nutricional, com destaque para 0
teor de compostos fenolicos, vitamina C, que, em geral, € baixo em hortalicas folhosas
comumente utilizadas, além de outros constituintes, como proteinas, macro e micronutrientes,
em especial, para o teor de Ca, Mg, K e Mn. Entretanto, faz-se necessario avancar nos estudos
quanto & biodisponibilidade e outras propriedades.

Palavras-chave: Almeirdo-roxo. Hortalicas Nao Convencionais. Compostos Bioativos. P6s-
Colheita.
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ABSTRACT

Lactuca aff. canadensis is a wild lettuce of Asteraceae family native of North
America. The species was introduced in Brazil, where it is popularly known as almeirdo-de-
arvore being considered an non- conventional leafy vegetable. Few are the information found
in the literature on nutritional properties, especially of the different morphological types
existing. Thus, the objective of this work was to analyze the nutritional quality and chemical
composition of the leaves of three types of almeirdo-de-arvore (lobed green, smooth purple
and lobed purple) at different harvesting times. The experiment was conducted in a potted
culture using a completely randomized experimental design in the 3 x 3 factorial scheme
(three types of almeirdo-de-arvore x harvesting times), with three replications. The first
harvest was performed at 63 days after transplanting and each harvest was spaced 35 days.
The production, leaf color, texture (petiole firmness), antioxidant activity (DPPH), phenolic
compounds, vitamin C, monomeric anthocyanins, titratable acidity, soluble solids, pH,
centesimal composition, caloric value, macro and micronutrients were evaluated. The data
were submitted to analysis of variance and the means compared by the Tukey test. The
variables were correlated by Principal Component Analysis by the R software. The wild
lettuces showed high nutritional content, with emphasis on the content of phenolic
compounds, vitamin C, which is generally low in commonly used leafy vegetables, in
addition to other constituents such as proteins, macro and micronutrients, in particular for the
Ca, Mg, K and Mn content. However, it is necessary to advance the studies on bioavailability
and other properties.

Keywords: purple-almeirdo, unconventional vegetables, bioactive compounds, post-harvest
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1 INTRODUCAO

Lactuca aff. canadensis L. é uma alface selvagem da familia Asteraceae, nativa da
América do Norte. A espécie foi introduzida no Brasil (Monge et al., 2016), onde é
considerada uma hortalica folhosa ndo convencional e conhecida popularmente como
almeirdo-de-arvore, almeirdo-roxo, radite-cote, orelha-de-coelho (Kinupp e Lorenzi, 2014),
almeirdo-selvagem ou almeirdo-do-mato.

Existem tipos que se diferem quanto aos caracteres morfologicos. As folhas s&o
lanceoladas e possuem variagdes em sua cor, tipo de margem e nervuras, que podem ser
verde-claras repicadas, ou lisas e repicadas com nervuras arroxeadas. As vezes, a cor roxa
predomina na maior parte da folha nos almeirdes de nervura arroxeada. S&o cultivadas de
Norte a Sul do pais, em hortas domésticas e podem ser encontradas em feiras e supermercados
na regido serrana do Rio de Janeiro e Sul de Minas Gerais (Kinupp e Lorenzi, 2014).

O almeirdo-de-arvore tem sabor e usos mais parecidos com o almeirdo convencional
(Cichorium intybus L.), porém menos amargo. S&o consumidos na forma de hortaliga fresca
em saladas ou refogados (Brasil, 2010), mas pouco se conhece sobre sua composi¢ao quimica
para recomendacao de usos na alimentacao.

O conceito de qualidade de hortalicas envolve varios atributos, como a aparéncia
visual (frescor, cor, defeitos e deterioracdo), textura (firmeza, resisténcia e integridade do
tecido), sabor e aroma, valor nutricional (carboidratos, proteinas, gorduras, vitaminas,
minerais e agua) e seguranca do alimento (Kyriacou e Rouphael, 2018).

Estudos preliminares, avaliando a qualidade nutricional de hortalicas néo
convencionais, destacaram o almeirdo-de-arvore com valores consideraveis de proteinas e de
minerais como Ca, Zn, B e Mn, entre as espécies avaliadas por Silva et al. (2018). Entretanto
poucas sao as informacdes encontradas na literatura sobre as propriedades nutricionais entre
os diferentes morfotipos existentes.

Dessa forma, objetivou-se com este trabalho analisar caracteristicas nutricionais de
trés morfotipos de almeirdo-de-arvore (verde, roxo liso e roxo repicado) em diferentes épocas

de colheita.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local e condicdes experimentais

O experimento foi realizado, em casa de vegetagdo, no setor de Olericultura do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no municipio de
Lavras, Sul do Estado de Minas Gerais, latitude 21°14'S, longitude 45°00'W e 913 m de
altitude, no periodo de Fevereiro a Agosto de 2017. O clima da regido, de acordo com a
classificacdo climatica de Képpen, é do tipo Cwb, com inverno seco e verdo chuvoso (Alvares
etal., 2013).

O material genético utilizado foi adquirido junto a colecdo de germoplasma de
hortaligas ndo convencionais da UFLA. As sementes foram obtidas de plantas cultivadas, em
que foram coletados exemplares para a montagem de exsicatas depositadas (Anexo A) no
Herbario ESAL (Herbario do Departamento de Biologia — DBI da Universidade Federal de
Lavras - UFLA, Lavras, Minas Gerais, Brasil) sob os numeros 30340, 30339, 30338 e no
Herbario PAMG (Herbario da Empresa Agropecuéria de Minas Gerais — EPAMIG, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil) sob os niUmeros 58657, 58658, 58659, para os almeirdes-de-
arvore verde (Figura 4.1a), roxo liso (Figura 4.1b) e roxo repicado (Figura 4.1c),

respectivamente.

Figura 4.1 — Morfotipos de almeirdo-de-arvore analisados e suas denominagfes: a) almeirdo
verde; b) almeirdo roxo liso; ¢) almeirdo roxo repicado.

Fonte: Do autor (2021).
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A semeadura, para a producdo de mudas, foi realizada em bandejas plasticas de
polietileno. Na fase de desenvolvimento das mudas, foram realizadas trés adubagdes foliares,
com o fertilizante comercial Biofert® [188,96 g L-1] (NPK 6-4-4; 0,5% Mg; 1% S; 0,02% B;
0,3% ClI; 0,02% Co; 0,05% Cu; 0,1% Fe; 0,05% Mn; 0,01% Mo; 0,1% Zn), a cada sete dias
apos a emergéncia. A irrigacao foi via micro aspersdo suspensa e invertida.

O transplantio foi realizado, ap6s 35 dias da semeadura, para vasos de polietileno com
capacidade de 5L, onde foi conduzida uma planta por vaso. Nessa fase, as plantas
apresentavam-se com trés a quatro folhas bem desenvolvidas.

O solo utilizado nos vasos foi classificado como Latossolo VVermelho Distroférrico e
apresenta as seguintes caracteristicas na camada aravel de 0 a 20 cm: pH (em H20) = 6,3; Al
trocavel = 0,02 cmolc dm-3; Ca 2+ = 1,32 cmolc dm-3; Mg 2+ = 0,18 cmolc dm-3; P-
Mehlich = 11,31 mg dm-3; K+ = 24,26 mg dm- 3; Matéria organica = 0,29 dag Kg -1; V =
60,32% ; Soma de bases = 1,56 cmolc dm-3; m = 1,27%; CTC = 1,58 cmolc dm-3; Textura do
solo = Argilosa.

A adubacdo de plantio seguiu a recomendacédo de Santos, Silva e Fonseca (2016), a
partir da analise de solo, para a producéo do substrato. Foram utilizados 4,5 L de solo e 0,7 L
de composto organico por vaso. Foram realizadas adubagdes nitrogenadas com sulfato de
amonio [35,2 g L™, aplicado 100 mL da solucdo por vaso, a cada 21 dias anteriores as
colheitas. A irrigacédo foi via gotejo, com distribui¢do de cinco linhas espacadas de 50 cm e

foi utilizado um gotejador por planta, espacado de 30 cm.
2.2 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido, em delineamento inteiramente casualizado (DIC), no
esquema fatorial 3 x 3 (trés morfotipos de almeirdo-de-arvore e trés épocas de colheita). A
primeira colheita foi realizada aos 63 dias apds o transplantio (Figura 4.2a) e as colheitas
subsequentes (Figura 4.2b e Figura 4.2c) espacadas de 35 dias. As regides em que as folhas
foram colhidas ndo se recuperaram, caracterizadas na Figura 4.3: primeira colheita como
folhas do terco inferior, segunda colheita no terco médio e terceira colheita no terco superior.
Foram utilizadas trés repeticbes compostas de dez plantas, totalizando 30 plantas por

morfotipo de almeirdo-de-arvore.
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Figura 4.2 — Plantas de almeirdo-de-arvore nas diferentes épocas de colheita: a) 12 colheita; b)
22 colheita; c) 32 colheita.
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Figura 4.3 — Regides em que foram realizadas as colheitas, conforme o desenvolvimento da
planta.

32 Colheita
22 Colheita
1 12 Colheita
LS “ ’_1
Fonte: Do autor (2021).

2.3 Variaveis analisadas

2.3.1 Amostragem e quantificacéo da producéo

Na colheita, foram amostradas quatro folhas por planta ou 40 folhas por repeticdo para
a analise das caracteristicas nutricionais, que totalizaram 300 g. Em seguida, foram colhidas
todas as folhas maduras, para a quantificacdo da producéo total, somadas as utilizadas para a
analise das caracteristicas nutricionais. Foram mantidas apenas quatro folhas recém-formadas,
a fim de garantir uma boa recuperacdo da planta para as colheitas subsequentes, conforme

recomendacéo de Kinupp e Lorenzi (2014).
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2.3.2 Analises fisico-quimicas

Para as avaliacdes fisico-quimicas, as amostras foram conduzidas ao Laboratorio de
Pds-colheita de Frutas e Hortalicas e Quimica de Alimentos no Departamento de Ciéncia dos
Alimentos, da Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil. As seguintes avaliagdes
foram realizadas: cor da folha, textura (firmeza do peciolo), atividade antioxidante (DPPH),
compostos fendlicos totais, vitamina C, antocianinas monomeéricas, acidez titulavel (AT), pH,
solidos soluveis (SS), SS/AT (ratio), composicdo centesimal (umidade, proteinas, lipidios,
fibras, carboidratos, cinzas, valor cal6rico), macro e micronutrientes. Foram produzidos
extratos aquoso, para a determinacdo do pH, solidos sollveis e acidez titulavel (fator diluicdo
1:10) e metanolico, para a determinacdo da atividade antioxidante por meio das metodologias

de fendlicos totais e DPPH. As andlises foram realizadas em triplicata.

2.3.2.1 Clorofila e cor

O teor de clorofila foi determinado pelo indice relativo de clorofila (IRC) com o
auxilio do clorofildmetro, modelo SPAD-502, nas folhas amostradas.

A coloragdo foi determinada, utilizando o colorimetro Konica Minolta CR-400,
calibrado de acordo com o sistema CIE com medicdo de L*, a* e b* (iluminante D65). Os
disparos foram direcionados a porcdo mediana das folhas para a caracterizacdo da cor do
limbo foliar e a 5 cm do ponto de insercdo das folhas no caule, para a caraterizacdo da cor do
peciolo.

As leituras dos pardmetros permitiram calcular o angulo hue (°h) que corresponde a
tonalidade ou matiz e identifica a cor num angulo de 360° e o Croma (C*) ou saturacdo ou
intensidade da cor, conforme Mcguire (1992). Na analise de cor e firmeza foram utilizadas

dez folhas por repeticéo.
2.3.2.2 Firmeza
A firmeza foi medida por teste de pungdo, com o auxilio do penetrdmetro Magness-

Taylor, com sonda de 3 milimetros de didmetro. As avaliacGes foram realizadas no mesmo

ponto da analise da cor do peciolo e os resultados foram expressos em newtons (N).
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2.3.2.3 Acidez e solidos solUveis

O pH foi determinado, utilizando-se um pHmetro digital (Schott Handylab), segundo
técnica do Instituto Adolfo Lutz (2008). A determinacdo da acidez titulavel foi realizada por
titulagdo com solucdo de hidroxido de soédio (NaOH) 0,01N, usando como indicador a
fenolftaleina, de acordo com Horwitz (2019). Os resultados foram expressos em porcentagem
(%) de acido citrico presente em almeirdo-de-arvore.

O teor de sélidos soluveis foi determinado, utilizando refratdmetro digital, conforme
método do Instituto Adolfo Lutz (2008), os resultados foram expressos em porcentagem (%).
A parir dos resultados obtidos da acidez titulavel e sélidos solaveis, foi calculada a relacéo

SS/AT, variavel relacionada ao sabor, conhecida como ratio.

2.3.3 Antioxidantes

2.3.3.1 Vitamina C

A vitamina C total foi determinada pelo método colorimétrico, conforme Strohercker
(1967), empregando-se o 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4 — DNPH) e usando-se o 4&cido
ascorbico como padrdo. A quantificacdo foi realizada a 520 nm em espectrofotbmetro
Beckman 640B, com sistema computadorizado, e os resultados foram expressos em mg de

acido ascorbico 100g-1 de folhas de almeirdo-de-arvore.

2.3.3.2 Atividade antioxidante (DPPH)

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método de sequestro do
radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes, segundo Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995), adaptado por Rufino et al. (2007), a um comprimento de onda de
517 nm, em espectrofotdmetro UV-visivel. Os resultados foram expressos em porcentagem de

sequestro de radicais livres (%SRL).

2.3.3.3 Compostos fendlicos totais

Os fendlicos totais foram determinados pelo método Os fendlicos totais foram

determinados pelo método Folin-Ciocalteau (Waterhouse, 2002). A cor azul produzida pela
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reducdo do reagente Folin-Ciocalteu pelos fenolicos foi medida espectrofotometricamente, na
faixa de absorcdo de 750 nm. O célculo do teor de fendlicos foi realizado a partir da equacao
da reta obtida da curva padrdo do acido galico. Os resultados foram expressos em mg de

equivalente de 4cido galico (EAG) 100g ™ de folhas de almeiréo-de-arvore.
2.3.3.4 Antocianinas monoméricas

O conteudo total de antocianinas foi estimado, espectrofotometricamente, segundo
Lees e Francis (1972), adaptado por Barcia et al. (2012). A leitura foi efetuada em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 535nm. A quantificagdo de antocianinas totais
baseou-se no coeficiente de extincdo molar da cianidina-3-glicosidio, a qual representa a
principal antocianina presente em hortalicas. Os resultados foram expressos em mg de

cianidina-3-glicosidio 100 g-1 de almeirdo-de-arvore.
2.3.4 Composicao centesimal

A composicdo centesimal foi analisada de acordo com metodologia descrita por
Horwitz (2019) e os valores expressos em base seca. O teor de umidade (U) foi determinado
pelo método gravimétrico, ap6s secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 65+3°C, por
72 h. O extrato etéreo (EE) pelo método de extracdo continua em aparelho de ‘Soxhlet’,
utilizando-se, como solvente, o éter etilico. O residuo mineral fixo, cinzas (C) foi determinado
pela calcinacdo da amostra em mufla a 550 °C até a obtencdo de cinzas claras. O valor de
proteina bruta (PB) foi obtido pelo método ‘Kjeldahl’, utilizado 6,25 como fator de
conversdo. A fracdo fibra (FB) foi determinada, segundo o método gravimetrico, apds
digestdo em meio acido, de acordo com Silva e Queiroz (2002) e a fracdo glicidica
(carboidratos) foi obtida por diferenca de 100 % da soma dos demais componentes, segundo a
Eq.1.

Eq. 1 — Célculo do contetdo de carboidratos, representados pela fracdo glicidica (FG) e

expresso em porcentagem:

FG=100-(U+EE+PB+FB+C)
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Calculou-se o valor calorico, expresso em kcal, com base no teor de proteinas,
carboidratos e lipidios das amostras, a partir da Eq. (2), de acordo com o sugerido porOsborne
e Voogt (1978).

Eq. 2 — Célculo do valor caldrico ou conteido energético (E), expresso em kcal:

E = (PB x 4,0) + (FG x 4,0) + (EE x 9,0)

Em que, FG = % fracdo glicidica; U = % umidade; PB = % proteina bruta; FB = % fibra

bruta; C = % cinzas, considerando a matéria integral.

2.3.5 Minerais

Para a determinagdo dos macro e micronutrientes, foram utilizadas as metodologias
descritas por Malavolta, Vitti e Oliveira (1997), a partir das amostras secas. Nitrogénio (N) - o
método 'Semimicro-Kjeldahl'; Fosforo (P) - o método colorimétrico, utilizando-se do
metavanadato de amonio; Potéssio (K), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Zinco (Zn),
Célcio (Ca) e Magnésio (Mg) — espectrometria de absorcdo atdbmica apds digestdo nitrico-
perclérica; Enxofre (S) — turbidimetria do sulfato de bario, medida por espectofotometria.

2.4 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade, com o auxilio do pacote Expdes.pt (Ferreira et al., 2013). As
variaveis foram correlacionadas pela Analise de Componentes Principais (PCA), com o
auxilio do pacote MVar.pt, v.2.0.5 (Ossani, Cirillo e Ossani, 2019), pelo software R Core
Team (2018).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de variancia para as variaveis: producdo, fendlicos totais, vitamina C,
firmeza do peciolo, antocianinas, proteinas, cinzas, carboidratos, valor calérico e os minerais
N e P, foi observada interacdo entre os fatores estudados, sendo necessério realizar o

desdobramento. Para o teor de solidos soltveis, pH, acidez titulavel, SS/AT, atividade
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antioxidante, clorofila, umidade, fibras, carboidratos e para os minerais K, Ca, Mg, S, Cu, Fe,
Mn e Zn, ndo houve efeito da interacdo entre os tipos de almeirdo-de-arvore.

A maior producdo de almeirdo-de-arvore foi obtida por ocasido da primeira colheita
(Tabela 4.1), ndo havendo diferenca significativa entre os diferentes tipos de almeirdo-de-
arvore, em média, 225,11 g planta™. A partir da segunda colheita, observou-se uma reducéo
gradativa da producdo. As plantas, na terceira colheita, apresentaram os menores valores de
producdo (média de 170,61 g planta™) com uma reducéo de 24% em comparacdo & primeira
colheita. Em relacdo aos tipos de almeirdo, a producdo apenas se diferenciou, na segunda

colheita, em que o almeirdo verde apresentou menor valor.

Tabela 4.1 — Producdo, firmeza, teor de sélidos soluveis, pH, acidez titulavel, SS/AT (ratio),
de morfotipos de almeirdo-de-arvore em diferentes épocas de colheita.

Morfotipos Colheita Colheita
de almeiréo- 1 2 3 1 2 3
de-arvore Producéo (g planta ™) Firmeza (N)
VE 235,50 Aa 184.15Bb 165.87 Ab 10.66 Aa 10.17Ba 10.08 Aa
RL 223.33 Aa 21481 Aa 17521 Ab 10.68 Ab 1535Aa 9.53Ab
RR 216.50 Aa 212.82 Aa 170.74 Ab 9.91 Aa 8.68Ba 7.90 Aa
------------ Umidade (%) --------- mmmmmmmmmmeeo= SS (%) ----mmmmee-
92.84 a 88.30 ¢ 89.60 b 2.94 b 7.78 a 8.11a
-------------------- [ I m-mmmmmmmmmmeoe SS/AT —-mmmmmmmemee-
Morfotipos 5.98 b 6.25a 5.99b 17.19 ¢ 36.63a 29.11b
Acidez titulavel (g acido citrico 100 g)  Morfotipos  Clorofila Acidez
0.17c 0.21b 0.28 a VE 39.29C 0.25A
----- Clorofila (Indice SPAD) ----- RL 4200B 0.20B
42.30 b 39.65 ¢ 43.93 a RR 4459 A 0.22B

VE: almeirdo verde; RL: almeirdo roxo liso; RR: almeirdo roxo repicado. As médias seguidas de
mesma letra maiuscula nas colunas e mindscula nas linhas ndo diferem entre si a 5% de significancia
pelo teste Tukey.

Fonte: Do autor (2021).

A umidade das folhas foi estatisticamente diferente de acordo com os periodos de
colheita, em que as folhas da primeira colheita apresentaram maiores teores, seguida da
terceira colheita e menores teores para as folhas da segunda colheita (Tabela 4.1). A menor
variacdo foi da segunda para a terceira colheita, em que foi acrescido apenas 1,3% no teor de
umidade. Apesar dos valores de producdo terem sido inferiores aos da primeira colheita, a
segunda e terceira colheita resultaram em folhas com maior contetdo de matéria seca.

As folhas da primeira e terceira colheita resultaram em menor firmeza, em média,
10,11 N. A segunda colheita foi a Unica que apresentou diferencas entre os tipos de almeirdo,

cuja firmeza foi maior nas folhas do almeirdo roxo liso e, em média, 9,43 N para o0s almeirdes
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verde e roxo repicado.

As variaveis solidos solaveis, pH, acidez titulavel e SS/AT diferiram apenas entre as
épocas de colheita. O teor de solidos solGveis aumentou, em média, 2,7 vezes da primeira
colheita para as colheitas subsequentes, que nao diferiram estatisticamente, conforme Tabela
4.1.

O teor de sélidos em almeirdo-de-arvore € superior aos encontrados em alface, em
torno de 2,88 a 5,1%, dependendo do sistema de plantio e da cultivar, conforme estudos de Da
Silva et al. (2011), Santos et al. (2010) e Freire et al. (2009).

O teor de acidez titulavel foi maior em folhas colhidas, na terceira colheita, com
variagdo de 0,17 a 0,28 g de &c. citrico 100 g™ da primeira para a terceira colheita e, ainda,
diferenciou-se entre os tipos de almeirdo-de-arvore, com maior valor para o morfotipo verde
(Tabela 4.1). O pH das folhas da primeira e terceira colheita ndo diferiram estatisticamente
(média de 5,98), entretanto da primeira para a segunda colheita houve um aumento
significativo de 4,32%, de acordo com a Tabela 4.1.

O teor de acidez no alimento tem importancia direta com a qualidade, processamento e
conservacao, influenciando no sabor, odor, cor, textura, entre outros (Cecchi, 2003). Além
disso, a acidez assegura a completa estabilidade da vitamina C no processamento, aumentada
pela presenca de citratos e flavonoides (Gregory, 2018).

A relacdo SS/AT (ratio) foi 53% maior na segunda colheita (36,63) com relacdo a
primeira, conferida pelo aumento do teor de sélidos solUveis, como pode ser observado na
Tabela 4.1. Ja na terceira colheita houve uma diminuicdo do ratio pelo aumento da acidez.

A relacdo SS/AT (ratio) representa as caracteristicas organolépticas pelo equilibrio
entre o sabor doce e &cido, que pode ser correlacionada a acidez sensorial para determinar o
ponto ideal de consumo (Kyriacou e Rouphael, 2018). O amargor estd associado a varias
classes de substancias quimicas, entre elas, os compostos fenolicos e sais organicos (Gregory,
2018).

O teor de clorofila sofreu pouca influéncia da época de colheita, em que o indice
SPAD variou de 39,65 a 43,93. Observou-se uma reducdo de 6,26% da primeira para a
segunda colheita, com posterior aumento de 9,74% na terceira colheita. Independente da
época de colheita, os maiores valores foram detectados, no almeirdo-de-arvore roxo repicado,
seguido do almeirdo-de-arvore roxo liso e menor para o almeirdo-de-arvore verde.

A qualidade dos alimentos também estd associada & cor. A alteracdo dessa
caracteristica pode ser atribuida a degradacdo da clorofila e & formagdo de compostos

secundarios (Kyriacou e Rouphael, 2018), como foi observado nas folhas de almeirdo-de-
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arvore, na segunda colheita que, além de terem apresentado menores teores de clorofila,
tiveram maior alteracédo de cor.

Contudo as folhas da segunda colheita dos almeirdes-de-arvore apresentaram
caracteristicas organolépiticas mais acentuadas evidenciado pelo aumento do teor de sélidos
sollveis e de outros compostos, como a vitamina C que correlacionou de maneira positiva a
relacdo SS/AT.

Considerando os parametros relacionados a coloracdo das folhas (Tabela 4.2), o
morfotipo verde apresentou maior uniformidade, em relacdo aos parametros de cor, em todas
as épocas de colheita, tanto no limbo foliar como no peciolo. Caracterizou-se por folhas de
coloracdo verde claro, durante todas as épocas de colheita, seguindo a mesma tendéncia para

0 peciolo.

Tabela 4.2 — Analise de cor de morfotipos de almeirdo-de-arvore em diferentes épocas de
colheita.

Cor da folha limbo foliar Cor do peciolo
Morfotipos Colheita Colheita
1 2 3 1 2 3

VE 4981 Aa 50.17 Aa  49.89 Aa 5551 Ab  53.11 Ab 58.78 Aa
L RL 50.13Aa 4890Aa 4850Aa L 42.43 Ba 41.47 Ba 43.57 Ba

RR 4822 Aa 40.34Bc  43.45Bb 38.76Ca 39.34Ba 36.84Ca

VE 17.03Aa 17.27Aa 17.20 Aa 21.74 Aa 20.02 Aa  21.14 Aa
C RL 1450Ba 1240Ba 1295Ba C 7.93Bb 8.79Bb  12.13Ba

RR 1298 Ba 7.16 Cb 8.98 Cb 9.10 Ba 993Ba 10.77 Ba

VE 12948 Aa 126.40 Aa 127.22 Aa 123.37 Aa  121.63 Aa 119.90 Aa
°% RL 12498 Aa 11299Ba 119.27Aa °h 67.46Ba 44.63Bb  21.00Bc

RR 119.28 Aa  77.40Cb 101.73Bb 29.84 Ca 25.02Ca 19.43 Ba

VE: almeirdo verde; RL: almeirdo roxo liso; RR: almeirdo roxo repicado

As médias seguidas pela mesma letra maiuscula nas colunas e mintscula nas linhas ndo diferem entre
si a 5% de significancia pelo teste Tukey.

Fonte: Do autor (2021).

A partir da segunda colheita, foram observadas diferengas na cor do limbo foliar entre
os tipos de almeirdo-de-arvore. Ja para a cor do peciolo, as diferencas foram observadas, em
todas as epocas de colheita e, ainda, com maior distancia entre o almeirdo verde para os
almeirdes roxos.

O almeirdo-de-arvore roxo repicado apresentou menor angulo hue do limbo foliar, na
segunda colheita, alocado na coloracdo laranja-amarelado mais intenso (menor valor de L e
C), comparado as outras colheitas e aos tipos de almeirdo-de-arvore (Tabela 4.2). As demais
colheitas e tipos alocaram-se no quadrante representado pela cor verde menos intensa, exceto

o0 almeirdo roxo repicado, que, na terceira colheita as folhas tenderam a cor verde-amarela.
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Em relagdo a cor do peciolo, os almeirfes roxos alocaram-se no quadrante da
coloracdo vermelho-alaranjado, em que o almeirdo-de-arvore roxo repicado apresentou
tendéncia a cor vermelha e com maior intensidade.

Na analise da composicao centesimal, verificou-se interacdo entre os fatores para as
variaveis: proteinas, cinzas, lipidios e valor caldrico, comprovando efeito da época de colheita
nas propriedades nutricionais dos almeirdes, bem como o comportamento diferenciado dos
morfotipos.

O teor de proteinas foi maior nas folhas da primeira colheita, em maior quantidade no

almeirdo-de-arvore roxo liso e menor no almeirdo-de-arvore verde (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 — Composicdo centesimal de morfotipos de almeirdo-de-arvore em diferentes
épocas de colheita.

Colheita Colheita
Morfotipos 1 2 3 1 2 3
Proteinas (% na MS) Cinzas (% na MS)
VE 16.84Ca 13.74Bb 13.23Bb 11.93 Ca 9.71Bb 12.04 Aa
RL 19.78 Aa 12.72Cb 12.61Cb 14.62 Aa 9.98 Bc 11.64 Bb
RR 19.05Ba 1536 Ab 1441 Ac 1250 Ba 10.49 Ac 11.94 ABDb
Lipidios (% na MS) Valor calorico (kcal)
VE 5.14 Aa 3.72Bb 507Ba 133.02Ba 122.45Bb 128.29 Bab
RL 5.62 Aa 3.67 Bb 5.23 Aba 146.71 Aa 118.71 Bc 126.87 Bb
RR 5.57 Aa 5.23 Aa 5.65Aa  144.04 Aa 139.16 Aab  135.91 Ab
--------- Carboidratos (%) --------- ---------- Fibras (% na MS) --------
Colheita 451c 8.42 a 7.22b 16.28 b 16.20 b 17.56 a
Morfotipos VE RL RR VE RL RR
7.06 a 6.76 ab 6.32b 16.51 ab 16.13 b 17.40 a

VE: almeirdo verde; RL: almeirdo roxo liso; RR: almeirdo roxo repicado

As médias seguidas pela mesma letra maiuscula nas colunas e mintscula nas linhas ndo diferem entre
si a 5% de significancia pelo teste Tukey.

Fonte: Do autor (2021).

Houve maior reducdo do teor de proteinas da primeira para a segunda colheita, mais
acentuada para o almeirdo roxo liso, de 35,7%, seguida do almeirdo verde, de 19,4% e 18,4%
para o almeirdo roxo repicado. Embora ndo tenha havido redugéo significativa do teor de
proteinas nas colheitas subsequentes, exceto para o almeirdo-de-arvore roxo repicado, que
reduziu em todas as colheitas, houve reducdo nos teores de proteinas, para todos 0S
morfotipos de almeirdo-de-arvore, ap6s a primeira colheita.

Os resultados obtidos com o almeirdo-de-arvore mostraram que o teor de proteinas foi

superior a algumas hortalicas folhosas comumente comercializadas e consumidas no Brasil,
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tais como alface crespa, 1,3%, couve 2,9%, espinafre 2,0%, rucula 1,8%, almeirdo 1,8%,
chicoria 1,1% e algumas hortaligas ndo convencionais, como a taioba, 2,9% e serralha com
2,7% (Unicamp, 2011). Os valores em almeirdo-de-arvore, na primeira colheita, foram
préximos aos encontrados em ora-pro-nobis (Pereskia aculeata), em média, 22 % (Souza et
al., 2016) e considerados inferiores aos encontrados por De Almeida et al. (2014) e Takeiti et
al. (2009), em média, 28%.

Os almeirbes-de-arvore apresentaram, em média, 5% de lipidios em sua composicéo.
O teor de lipidios sofreu alteracdes apenas nas folhas da primeira colheita que o almeirdo
verde e roxo liso, com valores médios de 3,7%.

O teor de lipidios, em almeirdo-de-arvore, considerando os valores na matéria integral
é considerado baixo (<0,5%), comparado as hortalicas citadas acima, as quais apresentam até
1,0% na MF, de acordo com Unicamp (2011).

O teor de fibras totais aumentou 8,4%, na terceira colheita, quando apresentou 17,56 g
100 g de almeir&o. Apesar da pequena diferenca, o almeirdo roxo repicado apresentou maior
quantidade de fibras.

Os teores de fibras observados, nos almeirbes-de-arvore, Sdo superiores aos
comumente reportados, para algumas hortalicas folhosas convencionais, tais como alface
crespa, 1,8%, couve manteiga 3,1% e espinafre 2,1% (Unicamp, 2011).

Os almeirdes-de-arvore apresentaram maior teor de carboidratos totais, nas folhas da
segunda colheita, de 8,42 g 100 g, em geral, com maiores valores para o almeir&o verde.

Os carboidratos constituem a maior parte do contetdo de solidos soltveis (Kyriacou e
Rouphael, 2018). Dessa forma, a segunda e terceira colheitas que apresentaram maiores teores
de carboidratos também apresentaram maiores valores de sélidos sollveis.

O valor calorico foi maior, nas folhas de almeirdo roxo liso, com 146,71 kcal e roxo
repicado com 144,04 kcal. Entretanto o almeirdo roxo liso teve maior reducao, de 13,7% para
as folhas da terceira colheita.

As folhas de almeirdo-de-arvore apresentaram baixo valor calorico, mas superior as
hortalicas folhosas comumente utilizadas na alimentacdo, tais como alface crespa, 11 kcal 100
g™, brocolis 25 kecal 100 g, couve 27 kcal 100 g™ e repolho branco 17 kcal 100 g™* (Unicamp,
2011). Além disso, apresentou baixo teor de carboidratos, mas também superior as demais
hortalicas, como a alface, em média, 2,1%, almeirdo 3,3%, brocolis 4,0%, couve manteiga
4,3%, chicoria 2,9%, espinafre 2,6%, repolho branco 3,9%, repolho roxo 7,2%, rdcula 2,2%,
serralha 4,9% e taioba com 5,4% (Unicamp, 2011).

As cinzas, que representam o teor de minerais nas folhas de almeirdo-de-arvore, foram
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encontradas em quantidades significativas, mais de 10% da sua composicdo. A resposta das
plantas foi maior na primeira e terceira colheitas.

A fracdo de minerais em cinzas € em grande parte composta por macro e
micronutrientes (Instituto Adolfo Lutz, 2008; Horwitz, 2019). Comparando-se o nivel de
minerais em almeirdo-de-arvore com outras hortalicas folhosas, indicados pela Unicamp
(2011), os almeirdes-de-arvore apresentaram maiores teores de macro e micronutrientes.

Em relacdo aos macronutrientes, as folhas da primeira colheita apresentaram maiores
valores para os teores de N, P, em que os almeirGes verde e roxo repicado foram superiores ao

almeirdo roxo liso (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 — Teor de macro e micronutrientes, na matéria seca de morfotipos de almeirdo-de-
arvore, em diferentes épocas de colheita.

Colheita Colheita
Morfotipos 1 2 3 1 2 3
N (mg 100 g% P (mg 100 g™}
VE 3,427 Aa 1,953 Ab 1,837 ABb 354 Aa 278 Ab 309 Aab
RL 2,760Ba 1,733 Ab 2,023 Ab 266 Ba 264 Aa 287 Aba
RR 3,340 Aa 2,057 Ab 1,610 Bc 362 Aa 271 Ab 233 Bb
------------ K(mg100g") ----------  -=----——---Cu(mg 100 g*) ---------
3,108 a 1,534 b 1,583 b 0.23b 0.25 ab 0.28 a
------------ Ca(mg100g?) ---------  -----—------Fe (mg 100 g) ----------
Morfotipos 2.179 b 2.646 a 12.789 a 16.76 a 12.64 b 117,08 a
------------ Mg (mg100g™) --------  ------------Mn (Mg 100 g™) --------
395 ¢ 547 b 641 a 8.89 ¢ 11.99b 15,23 a
------------ S(mg100g™") ---------  -----——--—--B(Mmg100g") ---------
214 ab 200 b 245 a 4,06 a 411a 4,09 a
Ca Mg S Mn Zn
VE 2,597 AB 498 B 261 A 11.70 AB 2.67B
RL 2,668 A 528 A 200 B 13.80 A 3.72 A
RR 2,348 B 502 B 199 B 10.61 B 3.24 A

VE: almeirdo verde; RL: almeirdo roxo liso; RR: almeirdo roxo repicado.

As médias seguidas pela mesma letra maiuscula nas colunas e mintscula nas linhas ndo diferem entre
si a 5% de significancia pelo teste Tukey.

Fonte: Do autor (2021).

Os teores de N e K foram reduzidos, ap0s a primeira colheita, o que também ocorreu
com o P nos almeirbes verde e roxo repicado. Por outro lado, aumentou o teor dos outros
minerais, principalmente de micronutrientes.

O teor de K diferenciou apenas entre as épocas de colheita. Os valores encontrados
foram, em média, 3.108 mg 100g™, nas folhas da primeira colheita e reduzidos em 50% nas
folhas da segunda e terceira colheita, que ndo diferiram estatisticamente. J& para 0s nutrientes

Ca, Mg e S, os teores aumentaram, ao longo das colheitas, com destaque para o almeirdo roxo
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liso que apresentou maiores valores de Ca e Mg e o almeir&o verde maior teor de S.

Os teores de macronutrientes em almeirdo-de-arvore foram superiores as demais
hortalicas, em seus respectivos constituintes de maior valor, em até cinco vezes o teor de P em
agrido, couve, repolho roxo, serralha e taioba, que apresentaram, em média, 51,8 mg 100g™";
até cinco vezes o teor de K em almeirdo, couve, espinafre, repolho roxo, chicoria, em média,
372,2 mg 100g™*; até 20 vezes o teor de Ca em couve, espinafre, ricula, serralha e taioba, em
média, 122,6 mg 100g™; em até seis vezes o teor de Mg em espinafre com 82 mg 100g™
(Unicamp, 2011).

Com relagdo aos micronutrientes, os teores de Cu e Fe diferenciaram apenas entre as
épocas de colheita e teor de Zn diferenciou-se apenas entre os tipos de almeirdo. A resposta
das plantas ao actimulo de Cu foi crescente, com 0,23 mg 100g™ na primeira colheita, 0,25
mg 100g™ na segunda colheita e 0,28 mg 100g™ na terceira colheita. Da mesma forma,
ocorreu para 0 Mn, porém com maior intensidade, de 1,3 vezes maior a cada colheita. As
folhas do almeir&o roxo liso apresentaram maior teor de Mn e maior teor de Zn entre 0s
demais tipos.

Para o teor de Fe, a segunda colheita apresentou menores valores, em média, 12,64 mg
100g™. A primeira e terceira colheitas ndo diferiram estatisticamente e apresentaram maiores
valores, em média, 16,92 mg de Fe 100g™.

O teor de boro nas folhas foi o Unico que ndo apresentou diferenca significativa entre
os tipos de almeirdo-de-arvore e entre as épocas de colheita, que resultou, em média, 4,09 mg
100g™.

Na composicao de micronutrientes nos almeirdes-de-arvore, os valores foram até cinco
vezes maior que o teor de Fe em agrido, com 3,1 mg 100g™ e préximo ao encontrado em ora-
pro-nébis com 17,4 mg 100g™ (Souza et al., 2016). Os teores de Mn foram até dez vezes
maiores aos valores encontrados em couve, com 1,02 mg 100g™ e até duas vezes ao teor de
Zn, em rGcula, com 1,3 mg 100g™ (Unicamp, 2011).

As recomendagdes diarias de minerais, para a dieta de humanos, variam em torno da
demanda do organismo por cada nutriente. Os almeirdes-de-arvore mostraram um elevado
teor de nutrientes comparado as hortalicas convencionais folhosas mais consumidas e outras
hortalicas ndo convencionais.

Os almeirdes-de-arvore apresentaram em sua composi¢do valores consideraveis de
compostos fitoquimicos, comparados a outras hortalicas folhosas, com destaque para 0s
antioxidantes. Os antioxidantes sdo substancias presentes em alguns alimentos, capazes de

inibir os processos oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo, reduzindo a



105

concentracdo de radicais livres que sdo prejudiciais a saide humana (Brenna e Pagliarini,
2001; Pieniz et al., 2009).

A acdo antioxidante funciona, por meio de uma complexa rede entre vitaminas C e E,
carotenoides, enzimas antioxidantes dependentes de zinco, cobre, selénio, magnésio e outros
fitonutrientes que, juntos, exercem reagdes integradas de renovacgdo e regeneracdo contra
radicais livres produzidos pelo estresse oxidativo (Ross, 1991).

A eficiéncia da acdo antioxidante dos compostos bioativos depende da estrutura
quimica e da sua concentracdo no alimento. Entre os antioxidantes ndo enzimaticos estdo a
vitamina C (&cido ascorbico), vitamina E (tocoferol), provitaminas (carotenoides) e
compostos polifendlicos (flavonoides) (Magalhdes et al., 2006; Pieniz et al., 2009).

Considerando o conteudo de fendlicos totais, observaram-se diferencas significativas
entre os trés tipos na primeira colheita com destaque para o almeirdo verde, que ainda

apresentou maiores valores na segunda colheita, de acordo com a Tabela 4.5.

Tabela 4.5 — Compostos fendlicos totais, antocianinas monomeéricas, vitamina C, atividade
antioxidante (DPPH) de morfotipos de almeirdo-de-arvore em diferentes épocas de colheita.

Colheita Colheita
Morfotipos 1 2 3 1 2 3

Fenodlicos totais (mg EAG 100 g%)  Antocianinas (mg cianidina 100 g™
VE 569.20 Aa  556.72 Aa  160.62 Ab ND ND ND
RL 330.83Ch  41841Ba 104.75Ac 1691 Ab 69.35Ba 50.68 Ba
RR 487.73 Ba 395.53Bb  135.79 Ac 10.54 Ac 123.33 Aa 73.02 Ab

Vitamina C (mg acido ascorbico 100 g™) % SRL (DPPH)

VE 98.15 Ab 335.18 Aa 106.11 Bb 942h 17.23 a 13.87 a
RL 47.36 Bc 241.85Ca 11544 Bb VE RL RR
RR 65.90 Bc 284.85Ba 142.15Ab 17.37 a 911D 14.04 a

VE: almeirdo verde; RL: almeirdo roxo liso; RR: almeirdo roxo repicado ND: ndo detectado. EAG:
equivalente de acido galico. As médias seguidas pela mesma letra maiGscula nas colunas e minuscula
nas linhas néo diferem entre si a 5% de significancia pelo teste Tukey.

Fonte: Do autor (2021).

O maior valor de fendlicos totais para o almeirdo roxo liso foi na segunda colheita e
para o almeirdo roxo repicado nas folhas da primeira colheita. Houve uma reducao dréastica de
compostos fendlicos, para todos os tipos de almeirdo da primeira para terceira colheita, de
71% para o almeirdo verde, 75% para o almeirdo roxo liso e 66% para o almeirdo roxo
repicado.

O teor de compostos fenolicos, em almeirdo-de-arvore, foi superior aos encontrados
em outras hortalicas folhosas ndo convencionais, tais como: azedinha (Rumex acetosa) 8,74
mg 100g™” e peixinho (Stachys byzantina) 209,40 mg 100g™ Os teores elevados s&o

comparados aos valores maximos encontrados, em frutas convencionais de clima tropical,
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como a acerola que contém 835,25 mg 100g™ (Vieira et al., 2011), manga 544,9 mg 100g™
(Kuskoski et al., 2006) e de clima temperado, como macd 474 mg 100g™, ameixa 471,4 mg
100g™ e péra 408 mg 100g™ (Imeh e Khokhar, 2002).

Vaérios fatores influenciam no teor de compostos fendlicos e demais fotoquimicos
dessas hortalicas, tais como tecnologias de producdo, condigcdes edafoclimaticas, época de
cultivo e colheita, caracteres genéticos da variedade da espécie cultivada e outros (Kim et al.,
1997; Kahkdnen et al., 1999; Kaur e Kapoor, 2001; Koleva et al., 2002; Kim, Jeong e Lee,
2003; Melo et al., 2006; Da Costa et al., 2008; Arbos et al., 2010). Arbos et al. (2010)
encontraram diferencas de 19 a 28% nos teores de compostos fendlicos em hortaligas
organicas: racula, almeirdo e alface, comparada as do sistema convencional.

Da mesma forma para os compostos fendlicos, o almeirdo verde apresentou maiores
teores de vitamina C entre os tipos de almeirdo-de-arvore, sendo observados maiores teores na
segunda colheita (Tabela 4.5). Apesar do aumento dos teores para a segunda colheita, houve
uma reducao drastica, nas folhas da terceira colheita, de 68% para o almeirdo verde, 52% para
0 almeirdo roxo liso e 50% para o almeirdo roxo repicado, que apresentou maior valor nessa
mesma colheita. J4 os almeirdes verde e roxo liso apresentaram, em média, 110,78 mg 100g™.

A vitamina C apresenta grande importancia nutricional. A deficiéncia do &cido
ascorbico no organismo humano causa escorbuto, dificuldade na cicatrizagdo de feridas,
anemia, fadiga, depressdo, podendo eventualmente ser fatal, sem os devidos cuidados
(Arrigoni e De Tullio, 2000; Davies, Partridge e Austin, 2007). Além disso, o acido ascorbico
participa como cofator em diversos processos fisioldgicos (Bender, 2003).

As principais fontes primarias de vitamina C séo as frutas citricas, hortalicas folhosas,
brocolis, couve-flor, couve de Bruxelas, tomate, pimentdo e batata (Eitenmiller, Landen Jr e
Ye, 2016). Os almeirdes-de-arvore apresentaram valores de acido ascorbico superiores aos
observados na composicdo de hortalicas folhosas comumente utilizadas, tais como alfaces:
crespa 15,6 mg 100 g™, americana 11,0 mg 100 g, lisa 21,4 mg 100 g, roxa 13,5 mg 100 g°
! almeirdo 1,7 mg 100 g, chicéria 6,5 mg 100 g, rGicula 46,3 mg 100 g™, couve manteiga
96,7 mg 100 g, espinafre 2,4 mg 100 g, repolhos: roxo 43,2 mg 100 g™* e branco com 18,7
mg 100 g, de acordo com Unicamp (2011).

Algumas hortalicas ndo convencionais ja4 estudadas se destacam pelos teores
consideraveis (acima de 100 mg 100 g™ MF) de 4cido ascérbico em sua composicéo, como a
taioba (Xanthosoma sagittifolium) com valores entre 119,67 e 223 mg 100 g™ (De Morais et
al., 2006; Oliveira et al., 2013; Silva et al., 2018), ora-pro-ndbis (Pereskia aculeata) 192,21
mg 100 g™, bertalha (Basella rubra) 139,56 mg 100 g™, assa peixe (Vernonia sp.) de 51 a 198
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mg 100 g™ e caruru (Amaranthus sp.) de 46 a 126 mg 100 g™ (Steyn et al., 2001; Ejoh et al.,
2007; Uusiku et al., 2010). Outras, porém apresentaram baixo teor, como a beldroega
(Portulaca oleracea) de 21,48 a 38,56 mg 100 g™ (Andarwulan et al., 2012; Oliveira et al.,
2013), serralha (Sonchus oleraceus) 1,5 mg (Unicamp, 2011).

Algumas frutas sdo popularmente conhecidas por apresentarem teores consideraveis de
vitamina C, porém apenas algumas delas contém valores acima de 100 mg 100 g* MF, como
acerola 941,4 mg 100 g, caju 219 mg 100 g™, goiaba branca 197 mg 100 g™, mexerica rio de
112 mg 100 g de 4cido ascérbico (Unicamp, 2011).

De acordo com as recomendagfes da Fao/Who (2001), para uma alimentacdo
saudavel, a ingestdo diéria de vitamina C para adultos deve ser, em média, 30 mg de acido
ascorbico. Contudo os almeirGes-de-arvore apresentam-se como uma boa fonte dessa
vitamina.

Os teores de antocianinas monomeéricas foram maiores no almeirdo roxo repicado na
segunda colheita (Tabela 4.5). Houve um aumento nos teores da primeira para a segunda
colheita, de 11,7 vezes para o almeirdo roxo repicado e 4,1 vezes para o0 almeirdo roxo liso.
Na terceira colheita, houve uma reducéo de 40% para o almeirdo roxo repicado e 27% para o
almeirdo roxo liso. N&o foi detectada a presenca de antocianinas no almeirdo-de-arvore verde
em valores consideraveis.

Os teores de antocianinas monoméricas foram maiores no almeirdo roxo repicado na
segunda colheita. Houve um aumento nos teores da primeira para a segunda colheita, de 11,7
vezes para 0 almeirdo roxo repicado e 4,1 vezes para o almeirdo roxo liso. Na terceira
colheita, houve uma reducdo de 40% para o almeirdo roxo repicado e 27% para o almeiréo
roxo liso.

As antocianinas sdo pigmentos que apresentam propriedades antioxidantes ativas nos
vegetais. S80 compostos suscetiveis a deterioracdo por fatores como pH e temperatura. As
variagBes nos teores de antocianinas nas folhas de almeirdo-de-arvore acompanharam as
alteracdes de pH, mostrando a sua menor atividade, quando ha reducéo do pH.

A atividade antioxidante, baseada no sequestro do radical livre DPPH, aumentou ao
longo das colheitas, em média, 1,6 vezes, quando comparada a primeira colheita com as
demais, as quais ndo diferiram estatisticamente, de acordo com a Tabela 4.5.

Em relacdo aos tipos de almeirdo, os maiores valores obtidos, no sequestro do radical
livre DPPH, foram para os almeirdes verde, 17,37% e roxo repicado, 14,04%. J& o almeirdo
roxo liso apresentou menor atividade antioxidante, de 9,11%.

Os valores encontrados em almeirdo-de-arvore, para a atividade antioxidante, sdo
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considerados baixos, comparados aos encontrados por Melo et al. (2006), em hortalicas
folhosas comumente utilizadas no Brasil, tais como alface (65% SRL), couve-flor (87,52%
SRL), couve (91,63% SRL) e espinafre (81,41% SRL).

Os resultados podem estar relacionados a concentracdo do extrato ou ao método
utilizado para a determinacgéo da atividade antioxidante. Segundo Alves et al. (2007), quanto
maior o consumo de DPPH pela amostra, maior é sua atividade antioxidante. Nascimento et
al. (2011).

encontraram diferencas, no sequestro de radicais livres em Bauhinia variegata L., em
que maiores concentragdes promoveram maior consumo de DPPH. Entretanto o potencial
antioxidante dos almeirGes-de-arvore pode estar associado ao sequestro de outros radicais
livres.

Os resultados obtidos no PCA mostraram que os dois primeiros componentes
principais responderam por 92,30% da variagdo amostral. De acordo com Rencher e
Christensen (2012), pelo menos, 70% da variancia total devem ser explicadas pelo primeiro e
0 segundo componentes principais. A variabilidade existente contribuiu para o agrupamento
dos morfotipos de almeirdo-de-arvore, em cada época de colheita, permitindo observar a
expressao de cada varidvel relacionada a qualidade nutricional, com maior interferéncia das
épocas de colheita.

No primeiro componente principal, observou-se que maiores teores de compostos
fenolicos foram representados pela primeira colheita, como pode ser observado na Figura 4.4.

A variavel fendlicos totais apresentou evidéncias de uma correlacdo negativa com Mg
(-0,77) e Mn (-0,69). As variaveis N e K apresentaram correlacdo positiva (0,91) entre si e
correlacionaram-se de forma negativa com o teor de Ca, Mg, Mn e SS/AT. Entretanto as
variaveis Mg, Ca e Mn foram correlacionadas de maneira positiva (> 0,75) com maior relacédo
entre 0 Mg e Mn (0,94).

A varidvel antocianinas foi altamente correlacionada de maneira inversa a cor do
limbo foliar (-0,94), a cor do peciolo (-0,73). As variaveis relacionadas a cor apresentaram
uma correlacdo positiva moderada (0,65) entre si.

No segundo componente, observou-se que maiores valores de vitamina C foram
associados a segunda colheita, em ordem decrescente, para os almeirdes roxo repicado, roxo
liso e verde, respectivamente. O teor de vitamina C apresentou evidéncias de uma correlacéo

positiva com a variavel SS/AT (0,81) e negativa com o Fe (-0,70).



109

Figura 4.4 — Biplot dos componentes principais, dos parametros analisados em almeirdo-de-
arvore nas diferentes épocas de colheita.
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Fonte: Do autor (2021).

Como foi observado na segunda colheita, os maiores valores de vitamina C foram
obtidos no almeirdo-de-arvore verde, que apresentou maior acidez entre os demais tipos. Por
outro lado, a reducdo da vitamina C pode estar associada a presenca de Fe*® e Cu™ que
catalisam a oxidagdo (Gregory, 2018).

No presente estudo, foi observado que, nas folhas de almeirdo-de-arvore que
apresentaram menores teores de vitamina C, foram detectados maiores teores de Fe.

Nos ultimos anos, tem aumentado o interesse por alimentos naturais que contenham
altos teores de compostos antioxidantes, como vitamina E, vitamina C, compostos fendlicos,
carotenoides, entre outros, visando a melhoria na saude e qualidade de vida da populag&o.
Contudo, a qualidade de um alimento depende de sua composi¢do quimica e de uma serie de
fatores importantes, como as modificacOes sofridas durante os tratamentos tecnoldgicos e as
preparacdes culinarias, além da biodisponibilidade dos nutrientes.

Estudos dessa natureza também tém objetivado o tratamento e a prevencdo de doengas
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ndo transmissiveis como aterosclerose, cancer, entre outras. Considerando os resultados
obtidos neste trabalho, fica evidente o potencial do almeirdo-de-arvore em atender o0s

pressupostos acima, sendo necessario, portanto, estudos mais aprofundados.

4 CONCLUSAO

Os almeirdes-de-arvore mostraram-se plantas de contetdo nutricional consideravel,
com destaque para o teor de compostos fendlicos e vitamina C, que, em geral é baixo em
hortalicas folhosas comumente utilizadas, além de outros constituintes, como proteinas, macro
e micronutrientes, em especial, para os teores de Ca, Mg, K e Mn.

De maneira geral, os almeirdes-de-arvore apresentaram melhor qualidade nutricional,
nas duas primeiras colheitas, sobretudo, na segunda colheita. Entretanto, se fazem necessarios

avancar nos estudos quanto a biodisponibilidade e outras propriedades.
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ANEXO A

Figura A.1 - Declaracdo de depdsito de vouchers (exemplares-testemunho) de Lactuca aff.
canadensis no Herbario ESAL e no Herbario PAMG.
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